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Introducción: La adrenomedulina (AM) es un péptido biológicamente activo que 
es capaz de mejorar el pronóstico y progresión de las enfermedades inflamatorias 
intestinales (IBD), tanto en modelos animales, como en estudios piloto en pacientes 
con colitis ulcerosa severa. Recientemente se ha descubierto un polimorfismo en el 
gen de la AM que conduce a niveles plasmáticos más bajos de esta hormona en 
individuos portadores, lo que podría tener como consecuencia una mayor 
predisposición a padecer IBD, así como una mayor severidad clínica y/o una peor 
respuesta al tratamiento de estas enfermedades. Para conseguir una demostración 
formal de los efectos que los niveles endógenos de AM puedan tener en las IBD se 
necesita un abordaje genético, en el que se delecione este gen de todo el organismo. 
Objetivo: Pretendemos generar el primer modelo knock-out (KO) para AM 
viable, que permita establecer si existe o no relación entre la expresión de AM y el 
desarrollo y grado de patogénesis de las IBD. La hipótesis de la que partimos es que 
la ausencia de AM conducirá a una mayor severidad de la enfermedad. 
Material y métodos: Dado que la supresión sistémica del gen de la AM desde el 
momento de la concepción causa la muerte de los embriones, se ha generado un KO 
inducible usando la tecnología Cre/loxP combinada con el sistema de inducción 
mediado por doxiciclina, tet-On. La colitis aguda se indujo a los ratones, machos y 
hembras, mediante una instilación rectal de TNBS en etanol al 50%; los ratones 
controles recibieron el mismo volumen de NaCl en etanol al 50%. El procedimiento 
duró 5 días, durante los cuales se evaluó el peso de los animales y el índice de 
severidad de la enfermedad. Una vez finalizado el procedimiento se evaluó la 
respuesta inflamatoria en todos los ratones mediante el análisis del peso del colon y 
del bazo, como marcadores macroscópicos de inflamación; mediante el análisis 
histomorfométrico de preparaciones histológicas de colon; y mediante la actividad de 
la enzima mieloperoxidasa (MPO) como indicador de infiltración leucocitaria.  
Resultados: La inducción de la deleción en ratones adultos generó animales KO 
viables, sin anomalías aparentes. La administración de TNBS causa en los ratones 
KO, especialmente las hembras, una colitis mucho más grave en comparación con los 
ratones wild-type (WT) tratados con TNBS. La deleción del gen de la AM causó 
diarreas más intensas, acompañadas de hemorragias, anorexia y un aumento 
significativo en el peso del colon. El análisis histológico de los ratones KO tratados con 
TNBS confirmó los datos del estudio macroscópico, mostrando zonas extensas de 
infiltrados de linfocitos en la mucosa y submucosa que destruyen la arquitectura del 
Resumen 
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tejido. La actividad de la MPO mostró una tendencia a aumentar en los ratones KO, 
tanto tratados como control, lo que podría significar que ante la ausencia de AM existe 
una mayor permeabilidad de los vasos sanguíneos.  
Conclusiones: Todos los resultados de este trabajo apoyan el papel protector 
de la AM endógena frente al desarrollo de la colitis aguda inducida en ratón, siendo su 















































3.1. ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES  
El término de Enfermedades Inflamatorias Intestinales (IBD, del inglés 
Inflammatory Bowel Disease) se usa para englobar a la colitis ulcerosa (CU) y a la 
enfermedad de Crohn (EC), ya que, ambas son dos trastornos inflamatorios crónicos 
del sistema digestivo con una común patofisiología de tipo inmune (1). Ambas cursan 
con dolor abdominal, hábitos intestinales alterados e irregulares, y distensión 
abdominal.  
En el caso concreto de la CU, la zona del tracto gastrointestinal más afectada es 
el colon, de una forma difusa, continua y superficial. La inflamación puede extenderse 
desde el ano hasta el colon proximal en distintos grados (2). Como el recto se 
encuentra inevitablemente afectado, los síntomas más comunes en estos pacientes 
son el sangrado rectal, la sensación de tenesmo rectal y la diarrea (2). Los sistemas 
actuales de clasificación de la enfermedad, como la clasificación Montreal (Tabla 1) 
(3), el índice Lichtiger (4) o el índice Mayo (5), se basan en la evaluación de la 
severidad de los síntomas y de la extensión y gravedad de la inflamación colorrectal. 
Además, cerca del 20% de los pacientes presentan patologías inflamatorias de tipo 
inmune en otros órganos (6, 7). El hígado se encuentra afectado en el 5% de los 
pacientes (colangitis esclerosante primaria y enfermedad autoinmune hepática), las 
articulaciones en el 20% de los casos (artritis seronegativa, sacroileítis y espondilitis 
anquilosante), los ojos en el 5% (escleritis, episcleritis y uveítis anterior) y la piel en el 
















Extensión Anatomía Severidad Definición 
E1: proctitis 
ulcerosa  
Limitada al recto S0: remisión clínica Asintomática. 
E2: colitis ulcerosa 
en el lado izquierdo 
Limitada a una proporción 
desde el colon distal hasta 
el ángulo esplénico 
S1: leve 
≤4 deposiciones/día (con o 
sin sangre), ausencia de 
síntomas sistémicos, y 
marcadores inflamatorios 
normales. 
E3: colitis ulcerosa 
extensa 
Extensión próxima al 
ángulo esplénico 
S2: moderada 
≥ 4 deposiciones/día pero 
signos mínimos de 
toxicidad sistémica. 
S3: severa 




hemoglobina < 105g/L, y 
velocidad de sedimentación 
globular ≥ 30mm en la 
primera hora. 
Tabla 1. Clasificación Montreal de la colitis ulcerosa (3). 
 
La EC es más compleja, debido a que puede afectar a todo el tracto 
gastrointestinal, desde el esófago hasta el ano, y a que la inflamación es transmural, 
con úlceras penetrantes que llegan a las capas profundas de las paredes 
gastrointestinales (8). El 50% de los pacientes muestran afectación en la zona terminal 
del íleon y en el colon, aunque normalmente no llega a afectar al recto (solo el 25% de 
los pacientes muestran complicaciones perianales) (8). Existen numerosos sistemas 
de clasificación de la enfermedad que suelen usarse mayoritariamente en ensayos 
clínicos. Sin embargo, en la práctica clínica lo normal es emplear la que se considera 
la prueba estándar o el patrón de oro, el Índice de Actividad de la Enfermedad de 
Crohn (Tabla 2) (8), que se basa en la evaluación de la severidad de los síntomas 
clínicos, la localización anatómica de la enfermedad, la extensión de las lesiones y el 
fenotipo de la enfermedad (penetrante, estenosante o inflamatorio). Los síntomas más 
comunes son dolor abdominal agudo, diarrea, vómitos, fatiga y pérdida de peso. 
Además, entre el 20 y el 40% de los pacientes padecen manifestaciones 
extraintestinales, derivadas de la propia enfermedad o de efectos secundarios de los 
tratamientos (6, 7). El 33% de los pacientes sufren artritis, el 10% padecen estomatitis 
aftosa, entre el 5 y el 15% tienen manifestaciones patológicas cutáneas (eritema 
nodoso y psoriasis) y el 6% manifiestan algún tipo de patología ocular (escleritis, 
































Fiebre, artritis, uveítis, 
estomatitis aftosa, artralgia, 





















Peso corporal  1 – (peso observado) x 100 




Tabla 4. Índice de Actividad de la Enfermedad de Crohn (8). 
 
La incidencia y prevalencia de las IBD se han visto dramáticamente 
incrementadas en las últimas décadas en todas las regiones del mundo, demostrando 
que esta patología se está convirtiendo en una enfermedad global (9).  
De acuerdo con los datos reportados por el Centro de Control y Prevención de 
Enfermedades, solo en el territorio de los Estados Unidos de América, había 
diagnosticados 1,4 millones de adultos con esta patología en el 2012 (9) (Figura 1). En 
Europa se estima que la prevalencia actual de las IBD es de 2,5 a 3 millones de 
personas afectadas (7). Y Canadá tiene una de las tasas más altas de prevalencia de  




pacientes con EC y 104 000 pacientes con CU), de los cuales, 5900 eran niños y 
adolescentes menores de 18 años (10).  
 
 
Figura 1. Prevalencia de las IBD entre adultos y niños en los Estados Unidos (por 1000 habitantes), de 
acuerdo a los datos de 2012, según el Coriell Institute for Medical Research (11). 
 
Las revisiones sistemáticas epidemiológicas actuales apuntan a que su 
incidencia en Europa y Estados Unidos se sitúa entre 0,6 y más de 20 personas/año 
por 100 000 habitantes, mientras que en Asia y el Medio Este es de 0,1 a 6,3 
personas/año por 100 000 habitantes (9). En Europa, las tasas de prevalencia e 
incidencia están aumentando con el paso de los años, los países nórdicos y Reino 
Unido tienen las tasas más altas, mientras que las más bajas se dan en el Sur y el 
Este (7). Sin embargo, datos recientes revelan que las zonas que históricamente 
tenían incidencias bajas de estas enfermedades están sufriendo un continuo 
incremento de casos de IBD (12). Y si revisamos los datos procedentes del 
Departamento de Epidemiología de Ontario, Canadá, podemos comprobar que, de 
nuevo, este país tiene una de las tasas de incidencia de IBD más altas a nivel mundial, 
con aproximadamente 10 200 casos nuevos al año (10). 
Los continuos cambios en los factores ambientales; incluyendo las infecciones 
(como las causadas por bacterias como la Salmonella sp o el Helicobacter pylori), la 




niveles de contaminantes ambientales), así como el uso de ciertos medicamentos (el 
mal uso de antibióticos o antiinflamatorios no esteroideos, o el uso de anticonceptivos 
orales); han contribuido al aumento de la prevalencia mundial de la enfermedad (13).  
La patofisiología de las IBD se desconoce, pero se cree relacionada con causas 
genéticas y medioambientales, que junto con alteraciones en la microbiota intestinal, 
conducen a una desregulación de la respuesta inmunitaria (2) (Figura 2).  
 
Figura 2. Factores implicados en la patogénesis de las Enfermedades Inflamatorias Intestinales. 
 
La distinta incidencia de las IBD en función de la raza y la prevalencia 
aumentada entre miembros cercanos de la misma familia, sugieren que son 
enfermedades con un fuerte componente genético (1). En los últimos años, numerosos 
estudios genéticos han permitido identificar distintas mutaciones que están 
relacionadas con el desarrollo de estas patologías (14). Mutaciones en los genes 
implicados en la preservación de la barrera epitelial intestinal están asociadas con la 
patogénesis de la CU y la EC (15). Se cree que la falta de mucina y la desregulación 
de las uniones ocluyentes entre los enterocitos contribuyen a la disrupción de la 
arquitectura epitelial, lo cual, permite que las bacterias comensales del intestino 
accedan a las células dendríticas, induciendo una respuesta inmunitaria inapropiada 
(15). También se han identificado varias mutaciones en genes codificantes de 
proteínas implicadas en el reconocimiento y presentación de antígenos bacterianos 
(autofagia, complejo mayor de histocompatibilidad…), y en la coordinación entre las 




desregulación de la respuesta inmunitaria en los pacientes con IBD podría estar, en 




Locus Genes candidatos Rol propuesto en la inflamación 
IBD1 16q12 NOD2/CARD15 






Detección de antígenos. Regulación de la 
inflamación 
IBD5 5q31 IL3, IL4, IL5, IL13 Regulación de la inflamación 
IBD10 2q37.1 ATG6L1 Autofagia 
IBD12 3p21 MST1, BSN, GNA12 
Regulación de la expresión de mediadores pro-
inflamatorios 
IBD14 7q32 IRF5 
Regulación de la expresión de mediadores pro-
inflamatorios 
IBD17 1p31.1 IL23R Generación y mantenimiento de células Th17 
IBD19 5q33.1 IRGM Autofagia 
IBD23 1q32 IL10 
Regulación de la expresión de mediadores pro-
inflamatorios 
Tabla 3. Principales loci cromosómicos de susceptibilidad para las IBD (14). CMH: complejo mayor de 
histocompatibilidad; TNF: factor de necrosis tumoral; HLA: antígeno leucocitario humano; IL: interleucina; 
IRGM: familia GTPasa relacionada con inmunidad; IRF5: factor 5 de regulación del Interferón; MST1: 
estimulador de macrófagos 1; GNAI2: G proteína de unión al nucleótido de guanina, con actividad alpha 
inhibidora del polipéptido 2; ATG16L1: proteína relacionada con la autofagia 16-1. 
 
Sin embargo, estos descubrimientos genéticos no explican todos los casos de 
IBD, ni porqué su incidencia ha aumentado tanto en los últimos 50 años, sobre todo en 
países desarrollados (9). Estos datos sugieren la implicación de factores 
medioambientales y epigenéticos en la patogenia de la enfermedad, de forma que 
individuos genéticamente susceptibles se encontrarían con uno o varios 
desencadenantes medioambientales, los cuales darían lugar a la respuesta inmunitaria 
descompensada. Varios estudios sugieren que la exposición a los contaminantes 
ambientales generados por las industrias, como el dióxido de azufre (SO2) y el dióxido 
de nitrógeno (NO2), aumenta el riesgo de padecer IBD (16, 17). También hay 
descubrimientos que apuntan a que varios factores asociados a la vida urbana 
incrementan el riesgo de desarrollar estas patologías (trabajos sedentarios, 
contaminación, estrés…) (13). Los cambios en los hábitos alimenticios también tienen 




en carne, alimentos grasos y dulces aumentan el riesgo de padecer IBD (18). Además, 
en un estudio realizado a pacientes con IBD con el fin de que autoevaluaran el papel 
de la dieta en su enfermedad, se comprobó que una proporción elevada (el 15.6% de 
los encuestados) consideran que la dieta pudo ejercer como factor desencadenante en 
la iniciación de su enfermedad, o que está directamente relacionada con la aparición 
de nuevos brotes (el 57.8% de los pacientes consultados) (19). 
Por otro lado, los cambios en la dieta tienen una repercusión directa sobre la 
microbiota intestinal. Las dietas occidentales, ricas en carbohidratos y grasas, 
promueven la expansión de los llamados “patobiontes” (microorganismos patógenos) 
en el tracto gastrointestinal, causando una disminución de bacterias comensales 
beneficiosas. El metabolismo de los patobiontes genera productos residuales 
bacterianos como el H2S, que al entrar en contacto con las células del tracto 
gastrointestinal desencadenan una respuesta inflamatoria (Figura 3) (1).  
Hoy en día se sabe con seguridad que la alteración de la microbiota intestinal es 
otro desencadenante más, dentro de la multitud de causas, que influye en la incidencia 
de las IBD en aquellas personas genéticamente susceptibles (1, 20). La microbiota 
entérica interactúa de forma íntima con la mucosa intestinal. Es esencial en la 
metabolización de nutrientes que el sistema digestivo no es capaz de procesar por sí 
mismo, así como en la maduración y educación del sistema inmune intestinal (21). 
Cuando se altera de forma crónica este mutualismo entre hospedador y microbiota se 
pueden originar respuestas inmunitarias aberrantes, que acaben desencadenando 
cualquiera de las dos patologías de las IBD (1).  
 
Figura 3. La dieta occidental promueve la aparición de patobiontes que generan productos bacterianos de 




3.1.1. Principales tratamientos  
Las IBD son trastornos crónicos, por lo tanto, los pacientes necesitan ser 
tratados durante toda su vida (2). Los distintos factores desencadenantes, la 
variabilidad entre pacientes, y los episodios de remisión y recidivas, dificultan la 
aplicación de una pauta estándar de tratamiento; teniendo este que adaptarse a la 
situación concreta de cada paciente (2, 22).  
En la actualidad no existe cura para las IBD. La finalidad del tratamiento es 
inducir y mantener la remisión de los brotes de la enfermedad, tratando de mejorar la 
calidad de vida del paciente, y de prevenir las complicaciones y la necesidad de 
cirugía (23). Tradicionalmente, el tratamiento de elección para inducir la remisión 
clínica ha consistido en el uso de corticosteroides, mientras que la terapia de 
mantenimiento está basada en el uso de 5-aminosalicilatos (5-ASA) y tiopurinas (24). 
En los últimos 15 años la terapia biológica, especialmente con el uso de anticuerpos 
anti-factor de necrosis tumoral (TNF), ha revolucionado el panorama del tratamiento de 
las IBD, especialmente de la EC (23), ya que, el tratamiento con 5-ASA no es efectivo 
es estos pacientes (8); sin embargo, su uso suele reservarse para los casos más 
severos o que no responden al tratamiento inicial con corticosteroides (24). Las 
investigaciones más recientes siguen en la línea de las terapias con agentes 
biológicos, como el uso de probióticos (25) o de helmintos (un tipo de gusanos 
parásitos) (26). La cirugía se considera la última opción en el tratamiento de las IBD, 
en especial de la CU; ya que, el tener que realizar una colectomía significa que todas 
las demás opciones terapéuticas han fallado, y el paciente se encuentra en una 
situación grave que puede terminar en una colitis fulminante (7). En el caso de los 
pacientes con EC se recurre también a la cirugía como última opción para eliminar las 
complicaciones derivadas de la presencia de úlceras profundas (8). 
 
 
Figura 4. Tratamientos actuales para las IBD y orden de elección en su aplicación.  
3.1.1.1. Aminosalicilatos  
Los 5-ASA siguen siendo la primera línea de terapia para inducir y mantener la 
remisión clínica en pacientes con CU leve o moderada (27). Sin embargo, no están 




apoyen que sean eficaces en esta patología; solo la sulfasalacina ha demostrado tener 
una modesta eficacia en el tratamiento de la EC, pero que en ningún caso es 
suficiente para mantener un estado de remisión clínica (8). 
Centrándonos por tanto en el tratamiento de la CU, la eficacia de la sulfasalacina 
se ha probado en varios ensayos clínicos, y fue el primer compuesto de este grupo en 
usarse para el tratamiento de este trastorno (originariamente se diseñó para el 
tratamiento de la artritis reumatoide) (28). Sin embargo, el grupo sulfuro que contiene 
el fármaco no es bien tolerado en uno de cada tres pacientes (29), por eso se han 
diseñado nuevos compuestos libres de este grupo. Una revisión Cochrane analizó la 
efectividad de estos nuevos 5-ASA, en comparación con placebo y con sulfasalacina, 
para la inducción y el mantenimiento de la remisión de pacientes con CU (30). Los 
resultados demostraron que los nuevos 5-ASA eran significativamente eficaces en la 
inducción y el mantenimiento de la remisión clínica frente al placebo; y aunque no se 
observaron diferencias significativas frente a la sulfasalacina en términos de eficacia 
clínica, sí hubo significativamente menos efectos secundarios entre los grupos que 
tomaban los nuevos 5-ASA. 
Además de los fármacos orales, han aparecido tratamientos tópicos basados en 
compuestos 5-ASA, en concreto en la mesalamina administrada vía rectal (27). La 
mesalamina rectal es significativamente más eficaz que el uso de placebo, más eficaz 
que los esteroides tópicos en la inducción de remisiones clínicas y, al menos, tan 
eficaz como los 5-ASA orales en el mantenimiento de la remisión clínica (27). 
3.1.1.2. Corticosteroides  
Para los pacientes con EC y para aquellos pacientes con CU en los que el 
tratamiento con 5-ASA es insuficiente para controlar los síntomas, por presentar un 
grado de enfermedad de medio a severo, los corticosteroides se han mantenido como 
pilar fundamental de tratamiento para inducir la remisión de los síntomas clínicos 
desde la década de los cincuenta (31). Dentro del amplio abanico de corticosteroides 
disponibles, los más usados son la metilprednisolona y la hidroxicortisona, sin datos 
que sugieran que un compuesto sea superior al otro (27).  
Debido a la multitud de efectos adversos de los corticosteroides sistémicos, los 
esteroides no sistémicos están generando un gran interés, y su uso como terapia para 
las IBD ya se está estudiando. La budesonida ha demostrado ser capaz de inducir la 
remisión en la EC entre el 50 y el 70% de los casos (8), sin embargo, su efectividad en 
la CU es muy limitada (31). Solo se ha comprobado que se aumentan 





3.1.1.3. Inmunomoduladores: azatioprina/6-Mercaptopurina 
La 6-Mercaptopurina (6-MP) y su precursor, la azatioprina (AZA), son análogos 
de purinas que son convertidos en nucleótidos de 6-tioguanina produciendo 
metabolitos activos que interfieren con la síntesis de ADN, tienen efectos anti-
proliferativos en los linfocitos activados, y se ha descubierto que inducen su apoptosis 
(32, 33).  
En pacientes con CU, el tratamiento con AZA o con 6-MP reduce 
significativamente la aparición de nuevos brotes y permite reducir progresivamente la 
dosis de tratamiento con corticosteroides, limitando los efectos adversos (27). 
El uso de estos inmunomoduladores está muy extendido entre los pacientes con 
EC, donde se emplean como terapia de mantenimiento mayoritariamente (8, 22). 
Aunque son capaces de inducir la remisión de los brotes clínicos en el 55% de los 
casos, su acción es muy lenta, y por eso es preferible iniciar un tratamiento conjunto 
de corticosteroides e inmumoduladores, para reducir después progresivamente la 
dosis de los primeros y continuar el tratamiento solo con AZA o 6-MP (8).  
3.1.1.4. Anticuerpos anti-TNFα 
La aparición de los anticuerpos monoclonales anti-TNFα revolucionó el control 
de las IBD de severidad alta o refractarias a los tratamientos habituales (34). Aunque 
su mecanismo de acción concreto no se conoce aún a la perfección, se cree que estos 
fármacos causan la apoptosis de las células inflamatorias productoras de TNFα, una 
citocina pro-inflamatoria con un papel fundamental en la patogénesis de las IBD (23, 
27). 
Aunque el efecto de los tratamientos biológicos en la CU es menos 
impresionante que en la EC (donde el uso de estos fármacos llega a lograr la remisión 
de los brotes en el 80% de los pacientes (8)), se ha demostrado en varios ensayos 
clínicos que, aunque modesto, hay un beneficio significativo (23). 
Actualmente existen varios anticuerpos monoclonales anti-TNFα disponibles 
(adalimumab, certolizumab pegol, cetuximab, alemtuzumab, bevacizumab…), aunque 
probablemente el más empleado es el infliximab (35). El infliximab es un anticuerpo 
monoclonal anti-TNFα quimérico (75% de ratón y 25% humano) cuya eficacia en el 
tratamiento de la EC ha sido probada inequívocamente (36). Sin embargo, existían 
datos contradictorios sobre su eficacia en el tratamiento de la CU, hasta que los 
ensayos clínicos ACT 1 y 2 (“Active Ulcerative Colitis Trials”) aportaron la evidencia 




3.1.1.5. Otras terapias biológicas 
En el tratamiento de la CU también se han evaluado anticuerpos anti-IL2, una 
citocina producida por las células T activadas y que ayuda a continuar la proliferación y 
activación de más linfocitos T (38). Uno de estos anticuerpos, el basiliximab, consigue 
inducir la remisión clínica en la mayoría de pacientes con CU refractaria al tratamiento 
con corticosteroides (39). 
También se han completado las primeras fases de un ensayo clínico para 
evaluar la eficacia del visiluzimab, un anticuerpo monoclonal anti-CD3 (40). Aunque los 
resultados parecían prometedores, los pacientes experimentaban múltiples efectos 
secundarios y recientemente han aparecido estudios que niegan la eficacia de este 
compuesto en el tratamiento de las IBD (41). 
Tanto el interferón (IFN) α como el IFNβ también están siendo estudiados como 
posibles terapias para las IBD severas. Pero los resultados parecen indicar que no son 
efectivos como tratamientos primarios (27). 
El medicamento natalizumab, un anticuerpo monoclonal anti-integrinas α4, ha 
demostrado ser eficaz en la inducción y el mantenimiento de la remisión clínica en 
pacientes con EC de moderada a severa (42). Es el primer inhibidor selectivo de 
moléculas de adhesión que previene el reclutamiento y el paso de los leucocitos a 
través del endotelio vascular. Sin embargo, la Agencia de Alimentos y Medicamentos 
(FDA) del gobierno de los Estados Unidos de América ha limitado su uso 
exclusivamente a aquellos pacientes en los que todas las demás terapias hayan 
fallado, debido al excesivo riesgo de que se produzca una leucoencefalopatía durante 
el uso de esta terapia (43). Además, los pacientes que estén siendo tratados con 
natalizumab deberán seguir estrictos controles sanitarios y la continuación del 
tratamiento quedará supeditada a la demostración de que la terapia está siendo eficaz 
(44).  
En cuanto al uso de probióticos, la evidencia disponible apunta a un efecto 
beneficioso de su uso en los pacientes con IBD (25). Los estudios realizados con 
varios tipos de bacterias como VSL#3, Saccharomyces boulardi, Lactobacillus GG o 
Bifidobacterium longum son prometedores, ya que, en esos casos se consigue una 
mejora significativa frente a placebo o resultados similares a los conseguidos con el 





3.1.2. Problemas no resueltos por las terapias actuales y sus efectos 
secundarios 
A pesar del amplio espectro de tratamientos farmacológicos disponibles, muchos 
pacientes no tienen un alivio adecuado de los síntomas (45). El 50% de los pacientes 
afectados consiguen el estado de remisión clínica con los fármacos disponibles, sin 
embargo, entre el 20 y el 25% de los pacientes europeos afectados afirman 
experimentar síntomas continuos sin mejorías a pesar del tratamiento (7). El 90% de 
los pacientes de CU experimenta de forma más o menos continua a lo largo de su vida 
nuevos brotes de la enfermedad (27). Según un estudio realizado en los países 
nórdicos con 454 pacientes de CU (46), el 78% de los afectados sufrió por lo menos 
una recaída grave en los primeros 5 años tras el diagnóstico; siendo el porcentaje de 
nuevos brotes más alto entre los grupos de mujeres y de pacientes jóvenes. Otros 
estudios epidemiológicos, realizados también en los países nórdicos, con pacientes de 
EC revelaron que en cinco años tras el diagnóstico aproximadamente el 93,1% de los 
pacientes tuvieron brotes severos y repetidos de la enfermedad (47, 48). 
El impacto de las IBD en la calidad de vida de un individuo cuyos síntomas no 
están controlados puede ser enorme; y los cotes sociales y financieros de la 
enfermedad son, en general, altos (7, 10, 45). En toda Europa se estima que hay 
afectadas entre 2,5 y 3 millones de personas, que generan un coste directo a los 
sistemas sanitarios de entre 4,6 y 5,6 billones de euros al año (7). El coste económico 
de las IBD en Canadá se estimó en torno a los 2,8 billones de dólares en 2012 (casi  
12 000 dólares por paciente al año) (10). De esos 2,8 billones, los costes médicos 
directos fueron de 1,2 billones de dólares, repartidos entre costes de medicación (521 
millones), hospitalización (395 millones) y visitas médicas (132 millones). El resto del 
coste generado por las IBD se deriva de costes indirectos causados principalmente por 






Figura 5. A) Costes económicos directos causados por las IBD en Canadá en 2012. B) Costes 
económicos indirectos generados por las IBD en Canadá en 2012 (10). 
 
Estos pacientes se enfrentan a grandes retos en el entorno actual, incluyendo la 
falta de conciencia de las IBD como enfermedades crónicas, el diagnóstico tardío o 
inadecuado, el acceso desigual a los servicios de atención médica, los elevados 
costes de los medicamentos que necesitan, las perspectivas de empleo disminuidas y 
el apoyo comunitario limitado (10). 
Debido a las características de las IBD, es muy frecuente que los pacientes se 
ausenten del trabajo o del centro escolar (27). Solo en Europa, se calcula que la tasa 




estos pacientes se sitúa entre 3 y 6 semanas al año, y su riesgo de sufrir incapacidad 
laboral permanente es dos veces superior a la de la población general (7). En Canadá, 
los datos de 2012 indican que los pacientes con IBD sufrieron una reducción de la 
probabilidad de empleo del 9%, lo que se traduce en que, en ese año, 21 000 
personas con estas patologías se retiraron a la fuerza de su trabajo a causa de su 
enfermedad (10). 
En comparación con la población general, la calidad de vida que experimentan 
los pacientes con IBD es baja en todas las etapas de la enfermedad (49). Estos 
pacientes experimentan un coste personal muy grande, como suele ser el caso de 
todos los pacientes con enfermedades crónicas. Tienen problemas médicos con los 
que lidiar, que van desde los síntomas (dolor crónico, diarrea, fatiga…) hasta la 
preocupación acerca de cómo el curso de la enfermedad afectará a su futuro (49). La 
naturaleza fluctuante e impredecible de las IBD puede hacer muy difícil la planificación 
del futuro de los pacientes, afectando negativamente a la toma de decisiones 
relacionadas con la carrera profesional y otras opciones personales (10).  
Los niños diagnosticados con IBD también experimentan una reducción en su 
calidad de vida, lo mismo que los pacientes pediátricos que sufren otras 
enfermedades, aunque su situación suele mejorar tras el primer año de tratamiento 
(50). Sin embargo, la situación empeora de forma drástica cuando llegan a la 
adolescencia y tienen que convivir con los síntomas de la enfermedad durante esta 
etapa de su vida, tan complicada a nivel psicológico y social (10). 
Es muy importante destacar que incluso en aquellos pacientes en los que los 
síntomas están más o menos controlados, la valoración de su calidad de vida está 
disminuida (49). Los pacientes sin síntomas graves también experimentan una fuerte 
angustia a nivel psicológico debido a su enfermedad (estrés, ansiedad, miedo al dolor, 
vergüenza sobre algunos síntomas como la diarrea, preocupación por las recaídas y 
cómo evolucionará su enfermedad…) (49).  
En un estudio reciente de la Universidad de Yale con 105 pacientes de IBD se 
demostró que la prevalencia de depresión entre estos pacientes es bastante elevada, 
en torno al 25%, y que está directamente relacionada con una peor valoración de la 
calidad de vida (51). Y un estudio con dos muestras representativas de población 
canadiense (con 4514 participantes en total) afectada por IBD desveló que la 
prevalencia de depresión entre estos pacientes, del 15% aproximadamente, triplica la 
de la población general de Canadá (52). Las tasas de depresión eran especialmente 
altas entre mujeres, pacientes jóvenes y aquellos que experimentaban más dolor y 
limitaciones a causa de la enfermedad. Además, un dato importante es que 




último año, y el 30% habían pensado en suicidarse en algún momento desde que les 
habían diagnosticado la enfermedad (52). Estos datos concuerdan con los reportados 
por un estudio más reciente en la población danesa, donde, además, se comprobó que 
el riesgo de completar el suicidio era el doble en los pacientes de IBD que entre la 
población general (53). 
Todo esto es especialmente preocupante si se tiene en cuenta que por norma 
general la enfermedad hace su aparición a edades tempranas. Y es indicativo de que 
aún existen necesidades no satisfechas por los tratamientos actuales. Deben 
realizarse, por tanto, intensos esfuerzos en investigación para encontrar nuevas 
terapias capaces de optimizar resultados reduciendo los riesgos para el paciente al 
mínimo.  
Otra dificultad añadida a la que se enfrentan los pacientes con IBD es que la 
terapia a largo plazo con algunos de los medicamentos de elección es problemática, 
debido a los efectos secundarios y a que la enfermedad puede volverse refractaria 
(54).  
3.1.2.1. Efectos secundarios de la terapia con corticosteroides 
Aunque, como hemos visto anteriormente, la terapia con corticosteroides en las 
IBD es efectiva y se utiliza de forma frecuente, a largo plazo la mayoría de pacientes 
se vuelven refractarios a estos fármacos (55). Además, sus efectos secundarios son 
frecuentes y llegan a tener consecuencias importantes: el 55% de los pacientes que 
están siendo tratados con corticosteroides tienen algún efecto secundario grave, que 
les conduce a abandonar el tratamiento (56, 57). 
Varios estudios recientes sugieren que el tratamiento con corticosteroides de 
larga duración (más de 60 días) está asociado a varios efectos secundarios no 
deseados como la ganancia de peso, insomnio, piel más fina y frágil, cataratas, 
fracturas óseas e infecciones oportunistas, entre otros (58, 59). Estos efectos adversos 
aparecen incluso con el uso de dosis bajas.  
En el caso concreto de los pacientes con IBD en tratamiento con 
corticosteroides, los efectos adversos más frecuentes son acné (con una frecuencia 
estimada del 50%), sudor facial abundante (35% de frecuencia estimada), 
osteoporosis (33%), incremento de la presión ocular (22%), hipertensión (13%), 
infecciones oportunistas (13%), edema de tobillo (11%), cataratas (9%), hematomas 
frecuentes (7%) y problemas de memoria (7%) (54). Existen otros efectos adversos 
graves, aunque más infrecuentes, que incluyen la diabetes, necrosis de cadera, 
inhibición de la función adrenal o aparición de infecciones oportunistas graves que 




Sin duda, uno de los efectos secundarios más preocupantes en el caso de los 
pacientes con IBD es el de la osteoporosis. De acuerdo a estudios realizados en 2009, 
los pacientes con IBD tienen un alto riesgo de desarrollar osteoporosis u osteopenia a 
lo largo de su vida en comparación con la población general (60). El riesgo relativo de 
sufrir una fractura en estos pacientes es un 40% superior al de una persona sana. Y la 
prevalencia de osteopenia y osteoporosis entre pacientes con IBD, a pesar de variar 
mucho entre poblaciones, se sitúa en rangos del 22-77% y del 17-41% 
respectivamente (60). Los principales factores de riesgo en esta población incluyen la 
patología de la enfermedad (se ha encontrado una importante correlación entre la 
inflamación y el desarrollo de osteoporosis), los problemas de malnutrición, la 
deficiencia de vitamina D y calcio, y, por supuesto, el uso prolongado de 
corticosteroides (61). En el Reino Unido, las guías de práctica clínica aconsejan 
minimizar el uso de corticosteroides, optimizando las terapias con 5-ASA para 
pacientes con CU y tiopurinas para los pacientes con EC. Además, aconsejan en el 
caso de pacientes mayores de 65 años seguir una profilaxis con bisfosfonatos y 
realizar mediciones regulares de densitometría ósea (62). 
El caso de la osteoporosis es especialmente relevante cuando se trata de 
pacientes pediátricos de IBD, como veremos más adelante.  
3.1.2.2. Efectos secundarios de la terapia con inmunomoduladores: 
AZA/6-MP 
El tratamiento con AZA o con 6-MP tiene efectos secundarios similares. 
Aproximadamente el 11% de los pacientes que siguen estos tratamientos los 
interrumpen debido a la aparición de efectos secundarios (54). Los efectos adversos 
más comunes incluyen náuseas, reacciones alérgicas, alteraciones hepáticas o 
pancreatitis. Estos efectos indeseados suelen desaparecer al interrumpir la terapia 
(54). 
Más preocupantes son otros efectos secundarios que pueden llegar a poner en 
peligro la vida del paciente, como las infecciones graves (sufridas aproximadamente 
por el 5% de los pacientes que reciben estos tratamientos) o la incidencia de linfomas 
no-Hodgkin (LNH), cuya frecuencia se estima entre 4 y 9 afectados por 10 000 
pacientes tratados a lo largo de un año (63). Un mecanismo propuesto para esta tasa 
de incidencia incrementada entre los pacientes con IBD estaría relacionado con la 
proliferación del virus Epstein-Barr (64). 
Recientemente también han aparecido evidencias que apuntan a que el 
tratamiento con tiopurinas incrementaría el riesgo de padecer efectos secundarios de 




frecuentes irían desde síntomas leves como enrojecimiento de la piel, picores o 
erupciones cutáneas; pasando por casos de severidad media como las reacciones 
cutáneas derivadas de infecciones virales propiciadas por el tratamiento (herpes o 
varicela zoster); hasta llegar a casos graves como el cáncer de piel no melanocítico, 
donde la exposición a las tiopurinas incrementa el riesgo de padecer este tipo de 
cáncer hasta en 20 veces al compararlos con los grupos control (66). 
3.1.2.3. Efectos secundarios de la terapia con anticuerpos anti-TNFα 
Evaluar los efectos adversos causados por la terapia con anticuerpos anti-TNFα 
en pacientes con IBD es complicado, ya que, en la mayoría de casos, los pacientes 
que reciben este tratamiento han estado previamente en tratamiento con 
corticosteroides o inmunomoduladores (67).  
Todas las terapias biológicas basadas en anticuerpos anti-TNFα han demostrado 
estar asociadas con un amplio espectro de efectos dermatológicos adversos, como 
infecciones cutáneas, urticaria, alopecia, reacciones granulomatosas, dermatitis 
atópica, acné, linfomas cutáneos, vitíligo, púrpura… (65). Los efectos secundarios más 
comunes y mejor documentados en pacientes con IBD son las reacciones locales en el 
sitio de inyección o infusión del fármaco (entre el 3 y el 21%) (54). Lo más frecuente es 
que se caractericen por síntomas leves como rojez, eritema leve, inflamación local o 
sarpullidos; que se resuelven al disminuir la frecuencia de administración, o al 
administrar antihistamínicos o esteroides al paciente (65). Sin embargo, también 
existen casos de reacciones cutáneas severas como eritema multiforme, el síndrome 
Stevens-Johnson o necrolisis epidérmica tóxica; descritos tras el uso de infliximab o 
adalimumab (65). Lo más frecuente es que estas reacciones severas comiencen como 
un eritema leve que evoluciona de forma no favorable. Aunque raras, estas 
complicaciones pueden ser extremadamente graves y se asocian con una morbilidad 
significativa, e incluso con mortalidad (68).  
 El siguiente efecto adverso más frecuente sería la aparición de infecciones 
oportunistas serias (alrededor del 3%) (54), muchas de ellas relacionadas con 
manifestaciones pulmonares (69, 70), especialmente con la reactivación de la 
tuberculosis latente (71-73). 
Y por último, con una frecuencia del 1%, estarían las reacciones de tipo lupus, 
con el desarrollo de anticuerpos anti-nucleares (54). En los pacientes con IBD lo 
normal suele ser un cuadro cínico más leve que del lupus eritematoso sistémico y sin 
implicación renal (65).   
Estudios recientes desarrollados para analizar los factores de riesgo del 




positivas entre el uso de terapias con anticuerpos anti-TNFα (en concreto, infliximab) y 
bajos niveles de densidad óseos (74). Sin embargo, no hay evidencias claras que 
permitan determinar si la baja densidad ósea es consecuencia del uso de estas 
terapias, o si los pacientes que requieren de estas terapias tienen un índice de 
actividad inmune muy alto que ha podido promover el deterioro óseo de forma anterior 
al inicio del tratamiento.  
3.1.2.4. Grupos de pacientes de alto riesgo 
Al tratar el tema de los efectos adversos de las terapias actuales de las IBD es 
necesario hacer una mención especial sobre algunos grupos de pacientes, para los 
cuales, los fármacos de elección disponibles a día de hoy pueden no ser del todo 
seguros o convenientes.  
Las pacientes embarazadas son el primero de esos grupos. Los enfermos de CU 
o EC suelen ser jóvenes y en edad de formar una familia, o concebir en el caso 
particular de las mujeres. Sin embargo, se sabe que las IBD tienen serias 
implicaciones en el embarazo (2). Aquellas pacientes cuya enfermedad está activa en 
el momento de la concepción tienen un riesgo más alto de sufrir un aborto espontáneo. 
Además, los riesgos de tener un parto prematuro, un bebé con bajo peso al nacer o 
con anomalías congénitas, como malformaciones de las extremidades u obstrucción 
urinaria, están aumentados (75). Una de cada cinco pacientes embarazadas con IBD 
termina dando a luz mediante cesárea (76). Y si aparecen brotes de la enfermedad 
durante el embarazo se incrementa el riesgo de partos prematuros y de tener bebés 
con complicaciones debido a su bajo peso al nacer (77).  
Un meta-análisis relativamente reciente de siete estudios, donde se 
consideraban los casos de 2200 mujeres embarazadas con CU, reveló que no había 
asociaciones significativas entre el tratamiento con 5-ASA y la incidencia de abortos 
espontáneos, partos prematuros, bajo peso al nacer de los bebés, defectos congénitos 
o muerte fetal (78). También se consideran seguros durante el período de lactancia 
(79). Sin embargo, el caso concreto de la mesalamina debe estudiarse con más 
cuidado, ya que, ha sido trasladada de la categoría B de seguridad durante el 
embarazo a la categoría C por la FDA tras comprobarse en estudios animales que 
dosis altas pueden provocar malformaciones fetales en el esqueleto (79).  
En cuanto a la seguridad del uso de las tiopurinas, en concreto AZA o 6-MP, los 
datos son contradictorios. Estudios animales sugieren que pueden tener efectos 
teratogénicos; sin embargo, en estudios con pacientes embarazadas con IBD tratadas 
con estos compuestos se ven riesgos elevados que no llegan a ser significativos (79). 




el embarazo, a menos que los beneficios de la terapia excedan los riesgos asumidos 
al administrarla.  
Las terapias biológicas se sabe que atraviesan la placenta y que también se 
distribuyen a través de la leche en bajas cantidades (80). Aunque la FDA incluye a 
varios anticuerpos anti-TNFα, en la categoría B de seguridad, se recomienda, siempre 
que sea posible, la interrupción del tratamiento antes del tercer trimestre; ya que, se ha 
comprobado que en ese período estos fármacos atraviesan la placenta de forma 
extremadamente eficiente, conduciendo a niveles altos en el feto y el recién nacido 
(79).  
El segundo de estos grupos de alto riesgo sería el formado por los pacientes 
pediátricos de IBD. Como hemos visto anteriormente, tanto las características 
patológicas de la enfermedad, como las terapias de elección, contribuyen al desarrollo 
de patologías óseas en los pacientes con IBD (60). Cuanta mayor sea la duración del 
tratamiento, mayor es el riesgo de sufrir osteoporosis u osteopenia (74). Lógicamente, 
esto pone el punto de mira en los pacientes en los que la enfermedad hace su 
aparición a edades muy tempranas, los niños y adolescentes. Que además, se 
encuentran en una etapa de la vida donde la remodelación ósea es vital y constante, y 
en los que malformaciones óseas puede tener un impacto enorme y limitante. Un 
estudio canadiense de cohortes ya centró la atención en el riesgo de fracturas 
vertebrales por compresión en niños que recibían tratamientos de larga duración con 
corticosteroides (81). Hoy en día se sabe que las IBD en pacientes pediátricos se 
asocian con una baja densidad ósea y una elevada tasa de fracturas a lo largo de la 
infancia (82). A parte del efecto de la inflamación y la malnutrición, citocinas y 
glucocorticoides son los factores clave que probablemente alteran la densidad ósea, 
desencadenando efectos posteriores como el retraso del crecimiento y la entrada en la 





Figura 6. Mecanismos que conducen a un fallo en el crecimiento y retrasan la entrada en la pubertad en 
pacientes pediátricos con IBD (83). 
 
La mayoría de los tratamientos para las IBD tienen propiedades 
inmunosupresoras, por eso, el riesgo de infecciones oportunistas en estos pacientes 
está aumentado (84). Esto tiene especial relevancia para un grupo concreto de 
pacientes, aquellos que ya tienen infecciones crónicas subyacentes en el momento del 
diagnóstico de CU o EC. Existen varios casos reportados y estudios que corroboran 
que el tratamiento con inmunomoduladores y anticuerpos anti-TNFα provoca la 
reactivación de varios tipos de infecciones latentes como el JC virus (85), el 
citomegalovirus humano (86) o los virus de la hepatits B y C (87). Por eso, las guías de 
práctica clínica están incluyendo procedimientos de estudios serológicos de los 
potenciales pacientes al tratamiento con estos fármacos antes de iniciar la terapia (84).  
El último grupo de riesgo a considerar son los pacientes oncológicos con IBD. En 
este caso podemos encontrarnos con tres posibles escenarios: pacientes que han 
tenido cáncer y después se les diagnostica la IBD, pacientes que actualmente tienen 
un cáncer activo y a los que se les diagnostica la IBD, o pacientes con IBD que acaban 
desarrollando un cáncer activo.  
En el primer caso, no existe un consenso entre las distintas guías de práctica 
clínica; ya que, a veces, es difícil distinguir si un cáncer ha sido totalmente erradicado, 
en cuyo caso la inmunosupresión no sería un problema; o simplemente permanece en 




riesgo de recidiva es muy elevado. En el caso de las tiopurinas parece existir un mayor 
consenso, no modifican de forma significativa la recurrencia del cáncer (88). En cuanto 
a los anticuerpos anti-TNFα la discrepancia es mayor. Las guías europeas de 2010 de 
la Organización de Crohn y Colitis desaconsejan su uso si ha habido casos de linfoma 
o cáncer no hematopoyético (89). Sin embargo, las guías del Colegio Americano de 
Gastroenterología y de la Organización Mundial de Gastroenterología no incluyen 
ninguna recomendación al respecto (90, 91). 
Tanto en el segundo como en el tercer caso, parece lógico y razonable 
suspender los tratamientos inmunosupresores mientras dure el tratamiento del cáncer 
activo. En los dos años siguientes al tratamiento oncológico, los 5-ASA, los 
corticosteroides, los antibióticos, la terapia nutricional y la cirugía como última opción, 
deberán fundamentar el tratamiento para las IBD en esos pacientes (88). En el caso 
de que se desarrolle una IBD severa refractaria a estos tratamientos, se considerará el 
uso de los inmunomoduladores como terapia de emergencia, haciendo un uso 
prudente de ellos, y comenzando con una terapia de un único fármaco como primera 
opción (88). 
3.2. LA ADRENOMEDULINA 
La adrenomedulina (AM) es un péptido biológicamente activo que fue aislado por 
primera vez en 1993 a partir de extractos de feocromocitoma humano (92). Los 
científicos descubrieron que era capaz de estimular la producción de adenosín 
monofosfatos cíclico (AMPc) en las plaquetas humanas y que ejercía una potente 
actividad hipotensora de larga duración en ratas (92). La AM es sintetizada tanto por 
células tumorales como por células normales de la médula adrenal y de otros muchos 
tejidos (93). Es una hormona circulante, aunque también actúa como un mediador 
autocrino y paracrino con una amplia multitud de funciones fisiológicas; cabe destacar, 
entre otras, su función vasodilatadora, broncodilatadora, regula la secreción de 
numerosas hormonas como la insulina, regula la función renal, la proliferación celular y 
es un potente antimicrobiano (93, 94). 
3.2.1. Estructura de la adrenomedulina 
La AM humana es una hormona de 52 aminoácidos que, de acuerdo a su 
secuencia y estructura, está englobada en la superfamilia de la calcitonina, la cual 
también incluye al péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), a la 
Amilina y a la AM-2 (también conocida como Intermedina) (95-97). Esta hormona se 
encuentra amidada en su extremo carboxilo (-CONH2) y posee dos cisteínas que 




aminoácidos (Figura 7). Ambas características estructurales son esenciales para su 
actividad biológica (98). 
 
 
Figura 7. Estructura de la molécula de AM humana. 
 
La estructura tridimensional de la AM comprende una región α-helicoidal central, 
que ocupa aproximadamente un tercio de su longitud total, y que se encuentra 
flanqueada por dos segmentos desordenados. La presencia de esta hélice α en el 
centro de la AM parece ser una característica general de los miembros de la 
superfamilia de la calcitonina, la cual es importante para que estos péptidos ejerzan su 
función fisiológica y puedan unirse a sus receptores específicos (99). 
3.2.2. Síntesis y secreción al medio de la adrenomedulina 
El gen asociado a la AM se ha identificado en varias especies de mamíferos. En 
humanos el gen se encuentra en el cromosoma 11, en el locus 11p15.4, contiene 4 
exones y 3 intrones, con cajas TATA, CAAT y GC en la región que flanquea el extremo 




Recientemente se han descubierto varias mutaciones en las proximidades del 
gen de la AM, entre ellas un polimorfismo de microsatélites (100, 101) y varios 
polimorfismos de nucleótidos simples (SNPs) (102-104), que modifican los niveles 
plasmáticos de AM circulante en los individuos portadores. Además, también se ha 
comprobado que los niveles de AM pueden estar influidos por mutaciones en otros 
genes; como un polimorfismo de inserción/deleción exónica en el gen de la AM-
2/intermedina (105), un SNP en el gen de la IL-6 (106) o un SNP en el gen de la 
adiponectina (107). Es muy relevante el hecho de que los individuos homocigotos para 
estas mutaciones han demostrado tener una mayor predisposición genética a 
desarrollar ciertas patologías como hipertensión, disfunción renal, disglicemia o 
enfermedades cerebrovasculares; a excepción de los individuos homocigotos para el 
alelo menor del SNP rs4910118, cuyos niveles de AM circulante son significativamente 
menores que los de las personas portadoras del alelo mayor (104), que tienen una 
probabilidad 4.6 veces menor de desarrollar un cáncer a lo largo de su vida (108). 
 El péptido maduro de AM deriva de una preprohormona, conocida como 
preproadrenomedulina, que en humanos contiene 185 aminoácidos. Tras la escisión 
del péptido de señalización N-terminal formado por 21 aminoácidos, la 
preproadrenomedulina se convierte en proadrenomedulina, la cual es precursora de la 
AM madura (aminoácidos 95 a 146 de la preproadrenomedulina), así como de otro 
péptido activo, el péptido aminoterminal de la proadrenomedulina (PAMP), el cual 
contiene solo 20 aminoácidos (aminoácidos 22-41 de preproadrenomedulina) (95) 
(Figura 8). 
 
Figura 8. Representación esquemática de la biosíntesis de la AM y el PAMP (109). 
 
La producción de AM está principalmente regulada por el estrés oxidativo y las 




citocinas pro-inflamatorias (TNF-α o IL-1), que incrementan la tasa de secreción de 
AM. En el gen de la AM hay varios sitios de unión para la proteína activadora 2 (AP-2) 
y elementos potenciadores regulados por AMPc. También se han descubierto sitios de 
unión para el factor nuclear-Kβ en el promotor del gen de la AM (93). La hipoxia 
también es un potente inductor de la expresión del gen de la AM. Esta sobreexpresión 
está mediada por la transactivación del promotor de la AM a través del factor inducible 
por hipoxia 1 (HIF-1), así como por la estabilización del ARN mensajero post-
transcripcional. Distintos elementos de respuesta a hipoxia (HREs) se han identificado 
en el promotor del gen humano de la AM (110). 
3.2.3. Metabolismo de la adrenomedulina 
La AM es un péptido circulante que se puede detectar en el plasma humano a 
una concentración que varía entre 2 y 10 picomolar. Además de en el plasma, la AM 
también se encuentra presente en otros fluidos biológicos como la orina, saliva, sudor, 
leche materna, fluido amniótico y líquido cefalorraquídeo (98). 
En el plasma, la AM viaja unida de forma específica la proteína de unión a AM 
tipo 1, la cual, fue identificada posteriormente como el factor de complemento H (111). 
La AM unida al complemento H es indetectable, por ello, se cree que los niveles de 
AM plasmática total podrían ser más elevados de lo que se menciona en la mayoría de 
estudios.  
La AM circulante se degrada rápidamente, su vida media es de 16 a 20 minutos. 
La metaloproteasa de matriz 2 parece ser la responsable de llevar a cabo la 
degradación inicial de la AM, que es continuada por una aminopeptidasa (112, 113). 
3.2.4. Los receptores de la adrenomedulina y su distribución 
Existen sitios específicos de unión para la AM en varios tipos celulares y tejidos, 
como en corazón, pulmón, bazo, hígado, conductos deferentes, glomérulos renales, 
músculo esquelético, hipotálamo, médula ósea…(98). Esta amplia distribución de sus 
sitios de unión está relacionada con la gran variedad de funciones biológicas que 
posee esta hormona. Además, estudios posteriores también demostraron que la AM 
es capaz de unirse a numerosas áreas cerebrales, proporcionando las bases 
anatómicas de la implicación de la AM en la fisiología del sistema nervioso central 
(114). Los mismos estudios también proporcionaron evidencias de la posible 
existencia de sitios de unión para la AM en el cerebro que serían distintos a los 





El receptor de la AM pertenece a la superfamilia de receptores con 7 dominios 
transmembrana acoplados a proteína G, y recibe el nombre de receptor similar al 
receptor de la calcitonina (CLR). Sin embargo, el CLR necesita la presencia de 
proteínas moduladoras con un único dominio transmembrana conocidas como 
proteínas modificadoras de la actividad del receptor (RAMP). En el genoma humano 
se han identificado 3 isoformas de RAMP: RAMP1, RAMP2 y RAMP3. Las RAMP se 
unen al CLR en el retículo endoplasmático promoviendo su desplazamiento hasta la 
membrana plasmática (115). 
RAMP1 transporta y presenta al CLR en la superficie de la membrana como una 
glicoproteína madura; además, este heterodímero funciona como un receptor de 
CGRP (115).  
Las moléculas de CLR transportadas por RAMP2 y RAMP3 son proteínas 
glicosiladas en su core y funcionan como receptores de AM (AMR). El dímero 
CLR/RAMP2 se conoce como AMR1, mientras que el dímero CLR/RAMP3 es el AMR2 
(95, 116). 
Qi et al. (117) estudiaron las diferencias existentes entre las secuencias de 
RAMP1, y RAMP2 y RAMP3 para poder identificar residuos individuales que pudiesen 
alterar su farmacología. Propusieron que residuos presentes en RAMP2 y RAMP3, 
pero no en RAMP1, son los responsables de convertir a los dímeros de CLR con estas 
dos RAMP en receptores exclusivos de la AM. Informaron además que la posición 74 
en RAMP2 y RAMP3 es crítica para establecer su afinidad por la AM, mientras que el 
residuo Phe93 en RAMP1 contribuye de manera muy importante a su afinidad con los 
receptores de CGRP (117). 
La expresión de las distintas isoformas de RAMP en un tipo celular concreto 
podría cambiar entre los estados fisiológicos y patológicos, determinando el grado de 
respuesta a la AM y al CGRP (118). En condiciones fisiológicas, la isoforma más 
abundante es RAMP2, sugiriendo que la mayoría de moléculas de CLR se unirían a él 
para formar un receptor funcional para la AM. Sin embargo, cambios dinámicos en el 
patrón de expresión de los genes de RAMP tienen lugar cuando se produce una 
enfermedad, o hay determinadas situaciones fisiológicas como el embarazo. Los 
cambios más importantes en los niveles de expresión de RAMP coinciden con 
aquellas situaciones en las que la concentración plasmática de AM es más elevada, 
como durante el embarazo o en enfermedades como la sepsis o la insuficiencia 
cardíaca. En estos casos en los que los niveles de AM son mucho más elevados se 
produce un aumento en la expresión de RAMP3, aparentemente para lograr 




3.2.5. Mecanismos de transducción de señales de la adrenomedulina 
Los mecanismos de transducción de señales activados por la AM varían de unas 
especies a otras, entre órganos, entre tejidos, e incluso, de un tipo celular a otro. Sin 
embargo, hay tres vías principales de señalización por las cuales la AM ejerce sus 
acciones: la vía del AMPc, la vía del Akt (también conocida como proteín quinasa B 
(PKB)) y la vía de las proteín quinasas activadas por mitógenos (MAPK)-proteín 
quinasas regualadas por señales extracelulares (ERK).  
La vía de transducción más importante activada por la AM parece ser el sistema 
adenilil ciclasa/AMPc. En muchos tipos celulares, los receptores de AM y CGRP están 
asociados a proteínas Gs que activan la adenilato ciclasa e incrementan los niveles 
intracelulares de AMPc (95). En células endoteliales de aorta bovina y en células 
musculares lisas vasculares (VSMC) la acumulación de AMPc provoca la activación de 
la PKA, que a su vez incrementa los niveles de calcio intracelular, conduciendo a la 
relajación de las células vasculares (119). Por otra parte, la AM puede inducir la 
movilización de los iones de calcio independientemente de los niveles de AMPc. Este 
hecho sugiere que existe otro mecanismo implicado en la acción ionotrópica positiva 
de la AM. Esta teoría fue confirmada por Szokodi et al. (120). La AM activaría a la 
fosfolipasa C a través de su receptor específico, acelerando la formación del Inositol-
1,4,5-P3, lo que a su vez estimularía la liberación de calcio intracelular desde el retículo 
endoplasmático (119, 120). Además, la activación de la fosfolipasa C también está 
implicada en la apertura de los canales iónicos.  
Sin embargo, otros estudios muestran que la administración exógena de AM no 
tiene ningún efecto en la concentración intracelular de calcio, e incluso disminuye los 
niveles de calcio en células HUVEC en cultivo (121) o en arterias coronarias porcinas 
(122). Considerados en conjunto, estos resultados sugieren que la regulación de la 
movilización del calcio intracelular mediado por la AM dependería del tipo celular y del 
contexto.  
También se ha visto en cardiomiocitos que el calcio intracelular aumenta en 
respuesta a la AM, a través de la activación de la sintasa del óxido nítrico (NO) y de la 
liberación al medio de NO, lo que conduce a una relajación celular (123).  
La activación de la vía del NO mediada por AM tiene un papel crucial en la 
regulación del sistema cardiovascular a través de la regulación del flujo sanguíneo 
(124). La vía del NO y sus especies oxidativas reactivas producen una elevación del 
flujo colateral en tejidos isquémicos, logrando un efecto citoprotector contra el daño 
isquémico y contra las arritmias inducidas por isquemia miocárdica en ratas (125). 




endoteliales a través de un mecanismo dependiente de la vía del NO (126). Sus 
resultados sugieren que el efecto antiapoptótico de la AM mediado por NO es 
independiente del guanosín monofosfato cíclico (GMPc), a pesar de que la mayoría de 
funciones vasodilatadoras del NO están mediadas por el sistema GMPc/GMPc 
dependiente de quinasas (126). Algunos autores postulan que el NO activado por AM 
previene de la apoptosis a través de la S-nitrosilación del sistema de caspasas (127-
129). 
En cuanto a su segunda vía principal de transducción de señales, la AM ha 
demostrado que activa la vía fosfoinositol-3-quinasa (PI3K)/Akt en las células del 
endotelio vascular donde regula numerosos procesos; como la vasodilatación, la 
supervivencia celular, la proliferación, la migración y la formación de estructuras 
vasculares en haces (130). El papel específico de la AM en los procesos angiogénicos 
está regulado por un mecanismo que requiere de la activación de los receptores AMR1 
y AMR2 (131). 
Otros descubrimientos sugieren que la AM también actúa directamente sobre el 
miocardio gracias a la presencia del CLR en los miocitos, y que esta hormona induce 
sus efectos cardioprotectores y antiapoptóticos después de un proceso isquémico a 
través de la vía PI3K/Akt, que permite además la neovascularización del tejido 
afectado (132). 
El papel de la AM en el crecimiento y en la mitogénesis ha conducido a varios 
científicos a investigar la hipotética regulación de la AM sobre la vía de las MAPK. La 
señalización mediada por AM promueve directamente el crecimiento de las células 
endoteliales y la supervivencia a través de la activación de la vía MAPK/ERK (133). 
Curiosamente, en las células mesangiales glomerulares la AM tiene el efecto opuesto, 
promoviendo la apoptosis durante la falta de suero en el medio (134). Sin embargo, en 
células endoteliales y tumorales la AM inhibe la apoptosis, sugiriendo que el efecto de 
la AM sobre la apoptosis estaría condicionado por el tipo celular (93). 
Se ha propuesto que el efecto proapoptótico de la AM en las células 
mesangiales estaría mediado por la activación de MAPK y otras quinasas como PKA 
dependiente de AMPc, JKN o la fosfatasa 2A. Por otro lado, la AM protegería a las 
células malignas de la muerte inducida por hipoxia mediante la regulación positiva de 
Bcl-2 de un modo autocrino o paracrino (135). 
De igual modo, parece que la AM estimula o inhibe la proliferación celular 
dependiendo del tipo celular concreto. Las respuestas proliferativas mediadas por AM 
serían una consecuencia de la activación de la vía de la proteín tirosin quinasa-MAPK. 
Sin embargo, en células carentes de MAPK, el aumento en los niveles de AMPc 




En VSMCs existen resultados contradictorios al respecto. Inicialmente se sugirió 
que la AM tenía efectos antiproliferativos (137). Pero estudios más recientes postulan 
que la AM ejerce una potente acción mitogénica en este tipo celular cuando se les 
retira el suero del medio de cultivo (138, 139). Bajo condiciones de deprivación de 
suero, la AM promueve la síntesis de ADN y la proliferación de las VSMCs. Estas 
respuestas estarían mediadas por la activación del sistema p42/p44 por MAPK. La AM 
estimula la síntesis de la tirosin quinasa 2 rica en prolinas, que a su vez, activa al 
promotor c-Src e induce el reclutamiento de proteínas mediadoras (Shc/Grb2), lo que 
conduce a una activación de la cascada de Ras-MAPK.  
Todos los mecanismos de señalización en los que la AM participa son la base de 
su extenso repertorio de funciones biológicas como la vasodilatación, la proliferación 
celular, la modulación de la apoptosis o la regulación inflamatoria. 
3.2.6. Acciones fisiológicas de la adrenomedulina 
El papel principal desempeñado por la AM en el desarrollo de mamíferos se ha 
hecho evidente a raíz de la generación de diferentes modelos knockout (KO). En 
ratones KO para el gen de la AM, en los que la expresión de AM y PAMP se ha 
suprimido, el fenotipo nulo es letal a nivel embrionario debido a la ausencia de 
vascularización de la placenta, malformación de la membrana basal en la aorta y las 
arterias del cuello del útero, el desprendimiento de las células endoteliales de la 
estructura basal, y a la presencia de edema (140). Otros grupos han generado 
modelos KO de ratones donde solo la expresión de AM, pero no la de PAMP, está 
suprimida (141). El genotipo AM-/- también es letal a nivel embrionario, y ambos 
genotipos AM/PAMP-/- y AM-/- causan la muerte de los embriones en el mismo 
momento, entre los días 14 y 15 de desarrollo embrionario. 
Para demostrar la importancia in vivo del CLR, se creó un modelo especial 
donde se knockeaba el gen de este receptor (Calcrl). Los ratones heterocigotos para el 
alelo diana parecían normales, sobrevivían hasta la etapa adulta y eran normales en 
términos reporductivos. Sin embargo, las crías Calcrl-/- no eran viables, los embriones 
morían entre los días 13 y 14 de gestación y tras su extracción se comprobaba que 
exhibían un fenotipo muy similar al de los embriones AM-/- y AM/PAMP-/- (142) (Figura 
9). Estos resultados demuestran que tanto el gen de la AM, con el gen de su receptor 






Figura 9. Hidrocefalia y edema severo observados en los fetos Calcrl
-/-
 en comparación con fetos 
normales (WT) (142). 
 
En modelos animales transgénicos donde se elimina el gen de RAMP2 se 
obtiene un resultado similar a los señalados anteriormente. Los embriones RAMP2-/- 
morían en el útero a la mitad de la gestación debido a malformaciones severas, 
fragilidad vascular, edema severo y hemorragias. En contraste, las crías RAMP2+/- 
eran viables, alcanzaban la edad adulta pero mostraban una gran variedad de 
fenotipos asociados a la hiperpermeabilidad vascular y fallos de neovascularización 
(143). Estos datos demuestran que RAMP2 es un factor clave y determinante en los 
efectos que la AM ejerce a nivel vascular, y que es esencial para la integridad vascular 
y los procesos de angiogénesis.  
Estudios más recientes con animales transgénicos a los que se les knockea el 
gen de RAMP2 en el endotelio (E-RAMP2-/-) han permitido confirmar que el sistema 
AM-RAMP2 es clave y determinante para la integridad vascular y la homeostasis 
sistémica, desde estadios embrionarios hasta la edad adulta (144). La mayoría de los 
ratones E-RAMP2-/- mueren en el período perinatal, y los pocos supervivientes 
muestran anormalidades vasculares de forma espontánea a medida que crecen. 
Además, al envejecer, estos ratones transgénicos desarrollan una fibrosis severa en 
hígado, corazón y riñón; así como una importante y acelerada senescencia vascular 
asociada a un elevado estrés oxidativo (144). Estudios posteriores in vitro revelaron 
que la fragilidad vascular es consecuencia de una desorganización de las fibras de 
actina que conduce a una separación de las células endoteliales. El grupo de Koyama 
et al. han demostrado que el sistema AM-RAMP2 regula la proporción de Rac1-
GTP/RhoA-GTP y la formación de actina, de modo que alteraciones en este sistema 
conlleva a la interrupción de la formación de actina que a la larga ocasiona un daño 




Sorprendentemente, la ausencia absoluta de RAMP3 no tiene efectos adversos 
en la supervivencia. Los ratones KO para RAMP3 parecen normales hasta los 9-10 
meses, momento en el que se comprueba que su peso y tamaño son menores a los de 
sus hermanos de camada con el receptor intacto (145). Esto sugiere que RAMP2 y 
RAMP3 tienen funciones fisiológicas distintas durante la embriogénesis y la vida 
adulta. 
Para poder realizar el estudio de la falta de AM en distintos órganos y tejidos 
durante la vida adulta se han creado modelos KO condicionales usando la tecnología 
Cre/loxP (146). La proteína Cre, de origen viral, reconoce las secuencias loxP de 
forma que cuando encuentra dos de ellas en tándem corta toda la secuencia 
intermedia dejando una sola secuencia loxP (Figura 10). De este modo, el gen de la 
AM estaría flanqueado por las secuencias loxP y la expresión de Cre estaría dirigida 
por un promotor específico de distintos órganos o tejidos, como el promotor de la 
cadherina 5 para la expresión de Cre en células endoteliales (147), el promotor de la 
adiponectina para la expresión de Cre en el tejido adiposo (148) o el promotor de la 
tubulina α1 para lograr la expresión de Cre en neuronas del sistema nervioso central 
(149).  
 
Figura 10. Esquema del funcionamiento del sistema Cre/loxP. Cuando hay dos regiones loxP en tándem 
en la misma hebra de DNA, la proteína Cre elimina la zona de DNA comprendida entre ambas 
secuencias, dejando una de ellas. 
 
En el organismo adulto, la AM se ha localizado en varios tipos celulares y en la 
mayoría de tejidos corporales (150). Esta amplia distribución sugiere que la AM ejerce 
diversas funciones fisiológicas y que necesita un sistema de regulación muy fino. El 




relacionadas, en el sistema cardiovascular, en órganos endocrinos, en el aparato 
digestivo, respiratorio y genitourinario, en estructuras óseas y musculares…  
La AM controla y lleva a cabo una gran variedad de acciones biológicas de suma 
importancia para la homeostasis cardiovascular, el crecimiento y correcto desarrollo de 
los tejidos vasculares, y para la regulación de los fluidos corporales. La administración 
sistémica de AM exógena ha demostrado que este péptido reduce la presión arterial, 
disminuye la resistencia vascular periférica e incrementa la frecuencia y el gasto 
cardíaco (151). In vitro, la AM dilata los vasos sanguíneos de diferentes lechos 
vasculares pertenecientes a distintas especies animales. Respecto al mecanismo del 
efecto vasodilatador de la AM, la mayoría de los datos indican que puede inducir la 
dilatación del endotelio de forma independiente al actuar sobre los receptores CGRP1 
y elevar el nivel de AMPc en las VSMCs (93). Además, la AM se une de forma 
específica a receptores presentes en las células endoteliales y ejerce acciones 
vasodilatadoras mediadas por el sistema del NO (152), por el factor de 
hiperpolarización derivado del endotelio (153), y/o por prostanoides vasodilatadores 
(154). 
Por otro lado, se han acumulado evidencias que sostienen un papel 
compensatorio de la AM en el fallo cardíaco (155). Se ha establecido que los niveles 
plasmáticos de AM se encuentran incrementados de forma significativa en pacientes 
con fallo cardíaco respecto a la población general; además, este aumento es 
proporcional a la severidad de la patología: cuanto mayores sean los niveles de AM, 
peor es el estado clínico del paciente (156). Varios estudios sugieren incluso que los 
niveles plasmáticos de AM son un factor pronóstico independiente del fallo cardíaco 
(157). Este péptido sería capaz de regular la hipertrofia del miocardio y su 
remodelación en la hipertensión arterial de una forma autocrina y paracrina (156). 
La AM también ejerce un estrecho control sobre la función renal y el volumen de 
fluido corporal (158). En primer lugar, ejerce un control directo sobre los riñones, 
afectando a la diuresis y natriuresis. Además, regula el eje hipotalámico-pituitario-
adrenal a todos los niveles (159). Se ha demostrado en ensayos animales que las 
infusiones intracerebrales de AM inhiben la sed y la ingestión de sales (160). En la 
pituitaria, la AM es capaz de inhibir la secreción de vasopresina y ACTH; mientras que 
en la glándula suprarrenal controla la secreción de aldosterona (159). 
Por otro lado, la AM regula la secreción de varias hormonas en distintos tejidos y 
órganos. Los niveles de este péptido tienen efectos en el eje hipotálamo-hipófisis-
suprarrenal, como se ha mencionado anteriormente (159). Además, la AM es 
sintetizada por las células productoras de polipéptido F de los islotes pancreáticos; y 




La incubación de islotes en cultivo con un anticuerpo monoclonal contra AM provoca 
que se eleve hasta 5 veces la secreción basal de insulina (161). Esto indica que la AM 
endógena inhibe de forma fisiológica la secreción de insulina.  
En el aparato reproductor femenino la AM es sintetizada por las células de la 
granulosa de los folículos del ovario. Los niveles plasmáticos de AM aumentan durante 
la fase folicular y descienden durante la fase lútea del ciclo menstrual (162). Tanto la 
AM como sus receptores se expresan en el útero, y esta expresión se incrementa de 
forma natural durante el embarazo (163). Esta hormona también se puede detectar en 
la placenta y en numerosos tejidos fetales, lo cual sugiere que podría estar 
íntimamente relacionada con la embriogénesis y el desarrollo normal del embarazo 
(164, 165). 
En el sistema digestivo la inmunoreactividad de la AM se distribuye en la mucosa 
y el epitelio glandular del estómago, esófago, intestino, vesícula biliar, conductos 
biliares, y en los acinos de las glándulas salivales y del páncreas (166). Además, es 
capaz de regular la motilidad gastrointestinal y la producción de secreciones 
gastrointestinales; por ejemplo, es un potente inhibidor de la secreción basal de HCl 
mediada por gastrina (167).  
Tanto la AM como sus receptores están ampliamente distribuidos por todo el 
sistema nervioso central (166, 168). Se encarga de regular algunas de las propiedades 
de la barrera hematoencefálica (169), aumenta la tasa de descargas simpáticas 
preganglionares (170), ejerce diversas acciones neuroprotectoras frente al daño por 
infarto cerebral (171), y regula el balance electrolítico y de fluidos corporales (158). 
Además, estudios relativamente recientes sugieren que la AM podría estar implicada 
en la respuesta neuroendocrina al estrés y en la nocicepción (149, 172). 
Finalmente, la AM se ha detectado en todas las barreras epiteliales que separan 
el medio externo e interno del organismo (173), así como en todos los fluidos 
corporales. Todos estos datos sugerían que la AM podría tener una función 
relacionada con la inmunidad. A día de hoy se ha demostrado que tanto la AM como el 
PAMP son potentes agentes antimicrobianos frente a bacterias Gram-positivas y 
Gram-negativas (94). Se ha descrito que los pacientes que sufren un shock séptico 
tienen niveles plasmáticos de AM elevados, probablemente como una acción de 
defensa frente a la infección (174). Sin embargo, una producción incontrolada de AM 
durante el estado de sepsis puede tener consecuencias adversas, como hipotensión 





3.3. EL USO DE LA ADRENOMEDULINA COMO TRATAMIENTO DE 
LAS ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES 
Dentro del amplio abanico de funciones que ejerce la AM, hay varias que la 
convierten en una buena candidata para su posible uso en el tratamiento de la IBD. 
Por ejemplo, se ha demostrado que la AM es capaz de inhibir la secreción de citocinas 
pro-inflamatorias actuando como un agente anti-inflamatorio natural secretado al 
medio por los monocitos de la sangre periférica cuando se transforman en macrófagos 
(95). A parte de actuar a nivel de las células inflamatorias, la AM también disminuye la 
permeabilidad endotelial, reduciendo la formación de exudados inflamatorios (95). 
Además, al ser un potente agente angiogénico (175) es necesaria para mantener la 
integridad de la microvasculatura de las mucosas (176), y favorece una curación y 
cicatrización de las lesiones más rápida (177). En 1999 ya quedó demostrado en un 
experimento in vitro que la AM era necesaria para la recuperación del epitelio gástrico 
tras la aparición de úlceras (178). Y por último, gracias a su efecto antimicrobiano, la 
AM podría ayudar a combatir el sobre crecimiento de bacterias no propias de la 
microbiota que se produce en los pacientes de IBD (94, 95).   
Los valores añadidos al uso terapéutico de la AM son, por un lado, que se trata 
de una hormona producida de forma normal por el organismo y, por otro, que su 
administración exógena ya se ha probado en ensayos clínicos y estudios pilotos 
anteriores (179-185). 
La AM ha demostrado en muchos estudios, realizados por grupos 
independientes, ser capaz de mejorar la severidad de las IBD en los principales 
modelos animales de colitis. (186-196) 
En experimentación animal, las IBD se estudian a través de modelos de colitis, 
ya que el acceso al colon de los animales es más cómodo y seguro. Lo más habitual 
es usar modelos murinos a los que se les induce la colitis usando ácido acético por vía 
intra-rectal (186), dextrano sulfato sódico (DSS) administrado oralmente (187), ácido 
2,4,6-trinitrobenceno sulfónico (TNBS) por instilación rectal (189) u oxazolona, que 
produce una colitis que histológicamente se asemeja más a la CU que a la EC (196). 
Tras la inducción de la colitis se procede al tratamiento con AM recombinante o suero 
salino en los controles. La AM se administra vía intraperitoneal o intra-rectal. La 
evaluación de la colitis se hace a 3 niveles: el macroscópico (evaluando el peso de los 
animales, la diarrea, sangrado en heces, y la observación del colon tras su extracción), 
el microscópico (mediante la evaluación del daño histológico) y el bioquímico 
(midiendo niveles de mediadores inflamatorios en el tejido y en la sangre). 
La AM es capaz de desempeñar esta función protectora en los modelos de colitis 




Por un lado, actúa como un potente factor anti-inflamatorio, tanto a nivel local 
como sistémico, manteniendo estable el balance de células Th1/Th2, disminuyendo el 
infiltrado de neutrófilos a la zona afectada y reduciendo los niveles de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, IL-10, TNF-α e IFN-γ principalmente) (186, 187, 189). Estas 
acciones podrían estar mediadas a través de la regulación que la AM ejerce en la 
actividad de HIF: niveles altos de AM favorecen la síntesis de HIF-1α, factor protector 
endógeno frente a procesos inflamatorios en las mucosas (192).  
Además, la AM es esencial para el mantenimiento de la integridad de la barrera 
epitelial intestinal, siendo capaz de combatir la hiperactivación y la hiperpermeabilidad 
del epitelio gastrointestinal, ambos signos clínicos típicos de las IBD que favorecen la 
aparición de lesiones ulcerativas y la inflamación (187). 
La administración de AM también aumenta significativamente la velocidad de 
reepitelizción y regeneración del tejido ulcerado (193). 
Y por último, la AM es capaz de proteger y restaurar la función vascular 
mesentérica dañada, disminuyendo los niveles de ciclooxigenasa-2 (enzima 
mediadora en procesos inflamatorios) en la microvasculatura de las ratas con colitis y 
del NO (potente vasodilatador) en el tejido del colon, pero no a nivel sistémico (191). 
Al conseguir mejorar de forma muy significativa la severidad de la inflamación y 
los otros daños histológicos, el tratamiento con AM contribuye a mejorar el índice 
global de severidad de la enfermedad, controlando la pérdida de peso, las diarreas, el 
sangrado en heces y aumentando la tasa de supervivencia de los animales tratados 
frente a los controles.  
En vista de los éxitos logrados en los modelos animales, ya se han realizado los 
primeros estudios piloto en pacientes con CU severa refractaria a los tratamientos 
convencionales (197, 198). Los datos son prometedores, ya que, la administración 
intravenosa de AM consigue reducir en todos los casos el índice de actividad de la 
enfermedad entre 5 y 12 puntos sobre 12, que es la puntuación máxima del Índice de 
Actividad de la Enfermedad de Colitis Ulcerosa, mejorando significativamente la 
curación de las úlceras (Figuras 11 y 12). En varios casos se consigue mantener el 
estado remisión clínica durante más de un año tras el tratamiento con AM. Y no se 





Figura 11. Hallazgos endoscópicos. Úlceras profundas y extensas se observan en el colon transverso (a) 
y sigmoideo (b) a día 0 del tratamiento. Dos semanas después del tratamiento con AM (c,d), una 
significante neovascularización y regeneración de la mucosa se observan en los márgenes y la base de 
las úlceras en el colon transverso (c). En el colon sigmoideo, fibrosis (cicatrización) y vasodilatación se 
observan en las úlceras más superficiales. Las zonas fibróticas muestran una apariencia reticulada, como 





Figura 12. Hallazgos endoscópicos. Tres meses tras el tratamiento con AM las úlceras han desaparecido 
en su totalidad y algunas cicatrices se observan en el colon transverso (a) y sigmoideo (b). Un año tras el 
tratamiento con AM, la mucosa del colon transverso (c) y del colon sigmoideo (d) permanece en estado de 
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4. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 
Hasta el momento, todas las aproximaciones experimentales para determinar la 
relación entre la AM y las IBD han sido desde un punto de vista terapeútico. La 
administración exógena de AM ha demostrado tener efectos beneficiosos en los 
principales modelos animales de colitis (186, 187, 191) y en los primeros estudios 
clínicos pilotos realizados en pacientes con CU severa refractaria al tratamiento 
convencional con corticosteroides (197, 198). 
Sin embargo, no existe ningún estudio publicado hasta el momento que 
investigue una posible relación entre la AM endógena y la patogenia de la enfermedad.  
Recientemente se ha descubierto un polimorfismo en las proximidades del gen 
de la AM que conduce a niveles plasmáticos más bajos de esta hormona en los 
individuos portadores (104). Estudios previos realizados por nuestro grupo sugieren 
que este polimorfismo se relaciona con efectos protectores frente al cáncer (108); y 
podría estar relacionado con otras patologías en las que la AM juegue algún papel. Si 
la AM tiene efectos positivos sobre las IBD, los pacientes que tengan niveles bajos de 
esta hormona podrían presentar una mayor susceptibilidad a desarrollar la patología, 
una mayor severidad clínica y/o una peor respuesta a la terapia. Si se corrobora esta 
hipótesis, se podría iniciar una nueva línea de investigación para establecer si una de 
las posibles causas genéticas de susceptibilidad al desarrollo y peor pronóstico de la 
enfermedad es la presencia de mutaciones o polimorfismos en el gen de la AM o de 
sus receptores. Para conseguir una demostración formal de los efectos que los niveles 
endógenos de AM puedan tener en las IBD es necesario un enfoque genético, en el 
que usando un modelo animal se delecione el gen de la AM todo el organismo.  
Por tanto, el objetivo principal del presente este estudio es generar un modelo 
KO global para AM que permita establecer si existe o no relación entre la presencia de 
AM endógena y el desarrollo y grado de patogénesis de las IBD. La hipótesis de la que 
partimos es que la ausencia de AM conducirá a una mayor severidad de la 
enfermedad.  
Los objetivos secundarios son, en el caso de que se corrobore la hipótesis de 
trabajo, intentar averiguar cuáles son los mecanismos biológicos que intervienen en el 
desarrollo de una mayor patología en los animales KO mediante estudios de 
parámetros macroscópicos, microscópicos y bioquímicos; de acuerdo con la 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 
5.1. GENERACIÓN DE LOS RATONES TRANSGÉNICOS 
Como se ha mencionado anteriormente, los ratones KO totales para AM, PAMP, 
o los receptores CLR y RAMP2 no son viables y mueren a partir de la segunda 
semana de gestación (140-143). Por ello, para poder conseguir generar los ratones 
KO totales necesarios para el experimento es preciso usar un modelo genético de 
inducción de la deleción en ratones adultos.  
Para ello, se ha empleado la tecnología Cre/loxP (146): los ratones que 
contienen el gen de la AM flanqueado por las secuencias loxP (que se conocen como 
ratones “floxeados”) se habían generado previamente en nuestro laboratorio (149). 
Estos animales se cruzaron con otra línea de ratones transgénicos que contenían un 
sistema de recombinación donde la expresión de Cre es inducida por tetraciclina o por 
su análogo, doxiciclina (Figura 13), obteniendo una línea tritransgénica (línea AM 
DOXI, identificada en el animalario con la letra “X”).  
Esta segunda línea de ratones transgénicos se consiguió cruzando una línea de 
ratones mutantes C57BL/6 que tienen una expresión optimizada y global, dirigida por 
el promotor endógeno Gt(ROSA)26Sor, del transactivador reverso activado por 
tetraciclina (rtTA-M2) (línea 006965, The Jackson Laboratory Bar Harbor, ME, EE.UU.) 
y una línea de transgénicos del mismo fondo genético (C57BL/6) que expresan la 
recombinasa Cre bajo el control de un elemento promotor de respuesta a tetraciclina, 
tetO (línea 006234, The Jackson Laboratory) (Figura 13).  




Figura 13. Generación de los ratones transgénicos KO totales para el gen de la AM inducibles mediante la 
tecnología Cre/LoxP y los promotores e inductores de respuesta a tetraciclina.  
 
De este modo, cuando los ratones tetO-Cre se cruzan con ratones Rosa26-
rtTAM2, la expresión de la proteína Cre y la recombinación mediada por esta en los 
ratones descendientes (línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre, identificada en el animalario 
con la letra “W”) se puede regular mediante la administración de doxiciclina. Este 
sistema de inducción se conoce como sistema tet-On (Figura 14) (200). Al poder 
regular el momento de expresión de Cre, podemos controlar el momento en que se 
delecione el gen de la AM y, por tanto, la expresión de la proteína AM.  




Figura 14. Representación esquemática del funcionamiento del sistema tet-On. El transactivador reverso 
activado por tetraciclina (rtTA-M2) produce una proteína que se une de forma específica al elemento 
promotor de respuesta a tetraciclina (tetO). En ausencia de doxiciclina, la proteína represora es activa y 
bloque la expresión del promotor tetO y del gen Cre que está inmediatamente después. Sin embargo, en 
presencia de doxiciclina, esta se une a la proteína represora y la inactiva, permitiendo la expresión del 
promotor tetO y del gen responsable de la síntesis de la proteína Cre recombinasa (201).  
5.2. GENOTIPADO DE LOS RATONES TRANSGÉNICOS 
5.2.1. Extracción del ADN genómico 
El genotipo de los ratones se realizó a partir del ADN genómico de biopsias de 
cola recogidas antes del destete de los animales, en la tercera semana de vida. La 
extracción del ADN se llevó a cabo mediante el siguiente protocolo (mientras no se 
especifique lo contrario, todos los reactivos químicos proceden de Sigma-Aldrich, 
Dorset, England): 
Las biopsias de la parte terminal de la cola se recogieron en viales de 1,5 mL 
identificados. Cada biopsia se digirió añadiendo 500 μL de un búffer de lisis (Tris-HCl 
100 mM pH 8.5; EDTA 5 mM; SDS 2% y NaCl 200 mM) y 5 μL de proteinasa K 10 
mg/mL (Proteinase K, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se dejó incubar la reacción 
de digestión toda la noche en un termobloque a 55ºC y con agitación, 500 rpm (Mixing 
Block MB-102, BIOER, Hangzhou, China). Al día siguiente, las digestiones se 
centrifugaron a velocidad máxima (16 100 x g, Centrifugue 5415R, Eppendorf, 
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Hamburgo, Alemania) a 4ºC durante 60 minutos. Se trasvasó todo el sobrenadante a 
un vial nuevo, y se precipitó el ADN con 500 μL de isopropanol. El tubo se agitó hasta 
que apareció el ovillo de ADN. Tras una centrifugación de 10 minutos a velocidad 
máxima se descartó el sobrenadante y el precipitado se lavó con 500 μL de etanol al 
70%. Este paso se realizó dos veces. Tras la última centrifugación se eliminó el 
sobrenadante y el precipitado se dejó secar al aire. Por último, este precipitado se 
resuspendió en 200 μl de agua ultrapura (MiliQ), y se almacenó a -20ºC hasta su uso 
para realizar las PCR. 
5.2.2. Genotipado de ratones mediante PCR 
El genotipo de los ratones se determinó mediante la técnica de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores específicos (Tabla 4) y el ADN 
genómico extraído de acuerdo al protocolo explicado anteriormente.  
Para la línea de ratones Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre se realizaron dos reacciones 
de PCR diferentes. Una para detectar la presencia del rtTA-M2 en el alelo 
Gt(ROSA)26Sor
tm1Sor
 y otra para detectar la presencia o ausencia del gen de la Cre 
recombinasa.  
La reacción de amplificación del alelo Gt(ROSA)26Sor
tm1Sor
, de acuerdo con el 
protocolo facilitado por The Jackson Laboratory (202), se realizó con 1 μL de ADN 
genómico (50 – 200 ng) y tres cebadores: un cebador sense común a ambos 
genotipos, y un cebador específico para la presencia o ausencia del transactivador. 
Las secuencias de los cebadores que fueron utilizados en la reacción y el tamaño de 
los amplicones generados se muestran en la Tabla 4. Una reacción típica para el 
genotipado de los animales se realiza en un volumen final de 25 μl con 1 μl de ADN 
genómico de ratón, 2,5 μl de búffer de reacción con magnesio 10x (Biotools, Madrid, 
España), 0,5 μl de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) 10 mM, 1 μl del cebador sense 
común, 1 μl del cebador antisense mutante y 1 μl del cebador antisense WT 10 μM, 1 
μl de la enzima Taq polimerasa (1 U/μl, Biotools) y 17 μl de agua ultrapura (MiliQ).  
Para el genotipado del transgen tetO-Cre se amplificó un fragmento de 625 pb 
del gen de Cre (203). Como control interno de la reacción se amplificó un fragmento de 
325 pb del gen IL-2 (Tabla 4). La reacción se realizó en un volumen total de 25 μl con 
1 μl de ADN genómico de ratón y los siguientes componentes: 2,5 μl de búffer de 
reacción con magnesio 10x (Biotools), 0,5 μl de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) 
10 mM, 1 μl del cebador sense Cre y 1 μl del cebador antisense Cre, 0,5 μl del 
cebador sense de la IL-2 y 0,5 μl del cebador antisense de la IL-2, todos los cebadores 
a una concentración de 10 μM, 1 μl de la enzima Taq polimerasa (1 U/μl, Biotools) y 17 
μl de agua ultrapura (MiliQ).  
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Para genotipar la línea de ratones AM DOXI, además de las dos reacciones 
anteriores, hubo que realizar una tercera PCR para detectar la presencia de las 
secuencias loxP flanqueando al gen de la AM. Las secuencias de los cebadores que 
fueron utilizados en la reacción y el tamaño de los amplicones generados se muestran 
en la Tabla 4. La PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 μl con 1 μl de ADN 
genómico de ratón y los siguientes componentes: 2,5 μl de búffer de reacción con 
magnesio 10x (Biotools), 0,5 μl de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) 10 mM, 1 μl del 
cebador sense AM floxeada y 1 μl del cebador antisense AM floxeada 10 μM, 1 μl de 
la enzima Taq polimerasa (1 U/μl, Biotools) y 18 μl de agua ultrapura (MiliQ).  
 








: banda 340 pb 
rtTA-M2
+/-















Cre sense CGACCAAGTGACAGCAATGCTGTTTCA 
Cre +: banda 625 pb 
Cre -: no hay banda Cre antisense CACCAGCTTGCATGATCTCCGGTATT 
IL-2 sense CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 
Banda 325 pb 
IL-2 antisense GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 
AM floxeada sense TGATTATCGCCTGTGGATGA 
AM flox/flox: banda ~ 650 pb 
AM flox/wt: bandas ~ 650 pb y ~ 
625 pb 




Tabla 4. Primers empleados para el genotipado de los ratones.  
 
Todas las reacciones de amplificación se realizaron en termocicladores 
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystem, Foster City, CA, EE.UU.) con el 
siguiente programa de temperaturas: comienza con un paso inicial a 94ºC para 
desnaturalizar el ADN durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificación. Cada 
uno de estos ciclos consta de tres pasos: un primer paso de desnaturalización a 94ºC 
durante 30 segundos, un segundo paso de anillamiento de los cebadores con al ADN 
genómico a 60ºC durante 30 segundos y un paso final de elongación a 72ºC durante 
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30 segundos. Y el último paso de la PCR es una elongación final a 72ºC durante 7 
minutos.  
Las bandas amplificadas fueron separadas por electroforesis en geles de 
agarosa (Biotools) al 1,5% en TBE 1x y colorante Gel Red® (1:10000, Biotium, 
Hayward, CA, EE.UU.). De los 25 μl finales de reacción de PCR en los geles se 
cargaron 10 μl a los que se le añadieron 2 μl de una solución de carga Orange G 
(Merck, Darmstadt, Alemania) al 1,5% en una solución de Ficoll (Ficoll® Solution, Type 
400, 20% water). La electroforesis se resolvió a 80 V entre 35 minutos o 1 hora, 
dependiendo del tamaño de los fragmentos a amplificar. Para estimar el tamaño de los 
fragmentos de ADN analizados, se incluyó en los geles un marcador de peso 
molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen).  
Los ratones fueron seleccionándose de acuerdo a sus genotipos hasta obtener 
en la línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre ratones homocigotos para la presencia del rtTA-
M2 (rtTA-M2+/+) y positivos para el gen de Cre (Cre +); y en la línea AM DOXI ratones 
homocigotos para la presencia del rtTA-M2 (rtTA-M2+/+), positivos para Cre (Cre +) y 
homocigotos para la presencia de las secuencias loxP (AM flox/flox). 
5.3. ESTUDIO PILOTO: GENERACIÓN DE LOS RATONES KO 
Como ya se ha explicado anteriormente, en los sistemas genéticos tet-On la 
inducción de la expresión de la proteína Cre recombinasa se consigue administrando 
el análogo de la tetraciclina, doxiciclina.  
La forma más común de administrar la doxiciclina (Doxycycline hyclate, Sigma-
Aldrich, número de referencia D9891-10G) a los ratones es disolviéndola a una 
concentración de 2 mg/mL en el agua de bebida suplementada al 5% con sacarosa 
(200, 204, 205), de modo que el sabor dulce contribuya a contrarrestar el sabor del 
antibiótico y a que los animales beban con normalidad. La doxiciclina es un compuesto 
fotosensible y los biberones deben protegerse de la luz. Además, la solución debe 
renovarse cada 72 horas porque la doxiciclina se degrada con el paso del tiempo y 
deja de ser efectiva.  
Para inducir la recombinación del gen deseado en la mayoría de tejidos basta 
con administrar la solución de doxiciclina durante una semana. Sin embargo, para 
conseguir que la doxiciclina llegue a aquellos tejidos donde existe una barrera 
hemática, como la barrera hematoencefálica o la barrera hematotesticular, puede ser 
necesario ampliar la administración a dos semanas (206).  
Con el fin de determinar la dosis y la duración del tratamiento más adecuados 
para conseguir la deleción del gen de la AM en todo el organismo se realizó un 
experimento piloto.  




Se seleccionaron en total 20 animales de 9 semanas de edad de ambos sexos 
(Tabla 5). En un primer momento se incluyeron 15 ratones de la línea AM DOXI que se 
dividieron en 3 grupos de 5 animales cada uno: al primer grupo de le administró 
doxiciclina durante 7 días, al segundo grupo se le administró la solución de doxiciclina 
durante 14 días, y al tercer grupo no se le administró doxiciclina. Al analizar los 
resultados se comprobó que en los animales sin tratar con doxiciclina estaba 
ocurriendo una deleción del gen de la AM de forma espontánea en la mayoría de los 
tejidos analizados, por eso, en vista a futuros procedimientos se incluyeron en el 
estudio piloto otros 5 animales de la línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre que recibieron la 
solución de doxiciclina durante el tiempo máximo, 14 días.  









































Tabla 5. Características de la muestra de animales empleada en el estudio piloto para determinar las 
pautas más adecuadas de administración de doxiciclina para lograr la deleción del gen de la AM en todos 
los órganos corporales.  
 
La solución de doxiciclina en el agua suplementada de bebida se preparó 
disolviendo 300 mg de doxiciclina y 7,5 g de sacarosa en 150 mL de agua de bebida 
previamente autoclavada. Los biberones se protegieron de la luz con papel de plata. 
La solución de doxiciclina se renovó cada 72 horas.  
El procedimiento se llevó a cabo con el consentimiento del Comité Ético de 
Experimentación Animal del CIBIR (número asignado de procedimiento CEEA-CIBIR 
09/12). Todos los animales fueron revisados y pesados diariamente en busca de 
signos de malestar, prestando especial atención al estado de hidratación (test de 
turgencia de la piel) y a la presencia de diarrea. También se pesaron diariamente los 
biberones para asegurar que los ratones estaban consumiendo de forma adecuada la 
solución de doxiciclina. Se comprobó que durante las primeras 48 horas tras el cambio 
Material y métodos 
 
 60 
de agua de bebida a solución de doxiciclina se produce un descenso de consumo de 
líquidos y casi todos los animales pierden peso (en torno al 10% respecto a su peso 
inicial); sin embargo, esta situación se normalizó en la totalidad de los casos al tercer 
día, cuando los animales ya se han acostumbrado al sabor de la bebida.  
Una vez finalizado el procedimiento los animales se sacrificaron usando una 
dosis letal de anestesia (Imalgene® (MERIAL LABORATORIOS S.A., Barcelona, 
España), 300 mg/Kg; Domtor® (Norvet, Lugo, España), 3 mg/Kg por vía 
intraperitoneal, y se extrajeron muestras de colon, duodeno, páncreas, hígado, 
testículos/ovarios, bazo, glándula suprarrenal, riñón, pulmón, corazón, músculo 
esquelético (tríceps), cerebro e hipófisis. Tras lavar las muestras en PBS, se 
congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su uso.  
5.3.2. Extracción del ADN genómico de los órganos 
La extracción de ADN de los órganos se realizó siguiendo el mismo protocolo 
empleado para las biopsias de cola de ratón (ver apartado 5.2.1. Extracción del ADN 
genómico).  
Las concentraciones de ADN obtenidas en las muestras de órganos eran 
superiores a las obtenidas en biopsias de cola (600 – 800 ng/μL), por lo que se 
diluyeron en agua ultrapura hasta obtener una concentración final de 120 ng/μL. 
5.3.3. Comprobación de la deleción del gen de la adrenomedulina 
mediante PCR 
Para comprobar la deleción del gen de la AM tras la acción de recombinasa Cre 
se procedió a su respectiva identificación por PCR. Usando los cebadores específicos 
mostrados en la Tabla 6, el fragmento de la deleción es de 600 pb, frente a los 
alrededor de 1300 pb en el alelo floxeado o en el alelo WT. La PCR se llevó a cabo en 
un volumen final de 25 μl con 1 μl de ADN genómico de ratón y el KAPA LongRange 
PCR Kit with dNTPs® (KAPA Biosystems, Wilmington, MA, EE.UU.) que permite 
amplificar fragmentos de ADN de gran tamaño.  
 
Cebador Secuencia 5’ – 3’ Resultados esperados 
AM deleción sense AAGGGAAGTCCTGCTCCAGT 
AM
+/+
: banda ~ 2500 pb 
AM
+/-
: bandas ~ 600 y ~ 2500 pb 
AM
-/-




Tabla 6. Primers específicos empleados para comprobar la presencia de la deleción del gen de la AM 
mediante PCR con ADN genómico obtenido de muestras de tejido. 




Todas las reacciones de amplificación se realizaron con el siguiente programa de 
temperaturas: comienza con un paso inicial a 94ºC para desnaturalizar el ADN durante 
2 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificación. Cada uno de estos ciclos consta de 
tres pasos: un primer paso de desnaturalización a 94ºC durante 15 segundos, un 
segundo paso de anillamiento de los cebadores con al ADN genómico a 64ºC durante 
15 segundos y un paso final de elongación a 72ºC durante 3 minutos y medio. Y el 
último paso de la PCR es una elongación final a 72ºC durante 7 minutos.  
Las bandas amplificadas fueron separadas por electroforesis en geles de 
agarosa al 2% con el mismo protocolo comentado anteriormente.  
5.4. INDUCCIÓN DE LA DELECIÓN DEL GEN DE LA 
ADRENOMEDULINA 
A las 9 semanas de vida se procedió a administrar la solución de doxiciclina, 
siguiendo el mismo protocolo que en el estudio piloto (2mg/mL en el agua de bebida 
suplementada al 5% con sacarosa durante 14 días), a los 64 ratones que iban a formar 
parte del procedimiento de colitis aguda.  
La mitad del grupo (32 animales) pertenecía a la línea AM DOXI, con lo que al 
administrar la doxiciclina se iba a lograr la deleción del gen de la AM de todo el 
organismo. La otra mitad del grupo eran los animales control que pertenecían a la 
línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre; en estos ratones al no estar floxeada la AM no iba a 
producirse ninguna recombinación génica (como ya se había comprobado en el 
estudio piloto), sin embargo, se consideró oportuno administrarles también la solución 
de doxiciclina para que ambos grupos partiesen de las mismas condiciones basales, 
ya que, por un lado la doxiciclina puede tener efectos sobre la flora bacteriana 
intestinal (207); y por otro, recientemente se ha comprobado que este compuesto 
puede modificar de forma significativa distintas vías intracelulares (208). 
 
5.5. INDUCCIÓN DE LA COLITIS Y DISEÑO DEL ESTUDIO 
5.5.1. Animales 
Se emplearon 32 ratones KO para AM de la línea AM DOXI (16 machos y 16 
hembras) y 32 ratones WT de la línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre (16 machos y 16 
hembras) de 16 semanas de edad (Tabla 7) a los que previamente se les había 
administrado la solución de doxiciclina (debido a los efectos secundarios de la 
doxiciclina sobre el tracto gastrointestinal se consideró necesario esperar un mes tras 
el cese de su consumo para llevar a cabo la inducción de la colitis aguda). Los 
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animales permanecieron estabulados en un animalario con barrera, con parámetros 
controlados (temperatura 24-25ºC, humedad 70-75%, régimen de iluminación 12 horas 
de luz/12 horas de oscuridad) y fueron alimentados con una dieta normal de 
laboratorio (Panlab, Barcelona, España). Todos los procedimientos se llevaron a cabo 
con la aprobación del Comité Ético de Experimentación Animal del CIBIR (número 
asignado de procedimiento: CEEA-CIBIR 11/12). 
 





16 semanas 8 machos 
8 hembras 





16 semanas 8 machos 
8 hembras 






16 semanas 8 machos 
8 hembras 





16 semanas 8 machos 
8 hembras 
NaCl en etanol 50% 
Tabla 7. Características de la muestra de animales empleada en el estudio del papel de la AM endógena 
en el desarrollo y severidad de un modelo de colitis aguda inducido por la instilación rectal de TNBS.  
5.5.2. Inducción de la colitis aguda 
La inducción de la colitis se realizó siguiendo el método de Kono et al. (209) con 
ligeras modificaciones de acuerdo al protocolo seguido por González-Rey et al. (188). 
A los animales se les retiró el alimento a primera hora de la mañana y 
permanecieron en ayunas durante 6 horas antes de la inducción para lograr el vaciado 
del tracto gastrointestinal. Pasadas esas 6 horas, los animales fueron anestesiados 
por vía inhalatoria con Isofluorano (IsoFlo®, Esteve, Barcelona, España). Una vez 
anestesiados, se procedió a la instilación del TNBS (Sigma-Aldrich, número de 
referencia 92822-1ML) o del suero salino (FisioVet®, Braun, Barcelona, España), 
según el grupo al que pertenezcan los animales (Tabla 7), por vía rectal con un catéter 
médico de poliuretano de grado 3,5 F conectado a una jeringa de 0,3 mL sin aguja 
(Terumo Europe España S.L., Alcalá de Henares, España), insertando el catéter a una 
profundidad de 3 cm en machos y 2.5 cm en hembras desde el ano. Después de la 
instilación se mantuvo elevada la mitad inferior del cuerpo del animal durante 1 minuto 
para evitar la salida del producto introducido.  
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Cada ratón de los grupos tratados recibió una instilación de 3 mg de TNBS 
disueltos en etanol al 50% en agua destilada en un volumen total de 100 μL. Cada 
ratón de los grupos controles recibió una instilación del mismo volumen, 100 μL, de 
suero salino en etanol al 50% en agua destilada.  
Los ratones se revisaron y pesaron diariamente para evaluar su estado de 
bienestar y la evolución de la colitis. Se administró suero Lactato de Ringer (Braun) por 
vía intraperitoneal y subcutánea a todos los animales con signos de deshidratación.  
Todos los animales fueron sacrificados 5 días después de la instilación con 
TNBS o con NaCl y se procedió a la recogida de muestras necesaria para los estudios 
posteriores. Un esquema de toda la metodología realizada con los animales puede 
verse en la Figura 15.  
 
Figura 15. Esquema de todos los procedimientos realizados con cada animal de la muestra durante el 
experimento.  
5.5.3. Evaluación de la severidad de la colitis aguda 
Durante los 5 días siguientes a la instilación del TNBS o del NaCl se evaluó la 
evolución de los signos clínicos característicos de la colitis como son la pérdida de 
peso, la diarrea, la presencia de sangre en heces, los prolapsos rectales, la letargia… 
Al igual que se hace en la práctica clínica en humanos, se realizó una escala para 
cuantificar la severidad de la enfermedad basada en una serie de parámetros, usando 
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como referencia la propuesta por el grupo de Gommeaux et al. (210), y seguida por 
varios artículos consultados, con algunas modificaciones (Tabla 8). De este modo, 
cada ratón obtuvo distintas puntuaciones a lo largo de los 5 días, siendo mayor la 
puntuación cuanto más severo fuese el grado de patología.  
 
Parámetro Opciones Severidad 
Apariencia 
Normal 0 
Piloerección, falta de acicalamiento 1 
Piloerección, postura arqueada, no acicalamiento 2 
Comportamiento  
Normal 0 
Poco activo y aislado pero alerta 1 
Inactivo- aislado, responde a estímulos externos 2 
Letárgico o inmóvil, no alerta 3 
Peso corporal 
Pérdida de peso ≤ 10% 0 
Pérdida de peso 10-20% 1 
Pérdida de peso >20% 2 
Deshidratación 
(Test de turgor)  
Normal 0 
Deshidratado (Test +) 1 
Hemorragias 
No hemorragia 0 
Ligera, puntos rojos en heces 1 
Diarrea 
Heces sólidas, bien formadas 0 
Heces blandas, no adheridas al ano 1 
Heces blandas, adheridas al ano 2 
Heces líquidas, zona perianal mojada 3 
Prolapso rectal 
No 0 
Ligero, no presencia de sangre 1 
Severo, presencia de sangre 2 
Tabla 8. Índice para medir la severidad de la colitis aguda en ratones. Dentro de cada parámetro existen 
distintas opciones, de forma que a cada una le corresponde una puntuación. La suma final de las 
puntuaciones proporciona un valor en concordancia con el grado de severidad de la colitis.  
 
5.5.4. Recogida de muestras 
Después de sacrificar a los animales mediante una dosis letal de anestesia (con 
el mismo protocolo descrito anteriormente), se extrajo todo el colon, se inspeccionó 
visualmente y se recogieron los 5 cm terminales, se obtuvieron fotografías con una 
cámara digital Canon EOS 50D con un macro EF-S 60mm (Canon, Tokio, Japón), se 
limpiaron las heces contenidas en el tracto intestinal, se pesó la muestra en fresco , y 
se procedió a seccionar la muestra de forma que el centímetro central se recogió en 
cassettes de histología debidamente identificados y las dos secciones de los extremos 
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(de 2 cm cada una) se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC 
hasta su posterior uso para realizar las determinaciones bioquímicas pertinentes. Cada 
sección fue congelada en un tubo de congelación independiente, quedando registrado 
si era la sección de colon más distal o más proximal.  
Se extrajo todo el bazo, se limpió en PBS, se pesó, y se procedió a seccionar la 
muestra de forma que la zona central se recogió en cassettes de histología 
identificados y las dos secciones de los extremos se congelaron en nitrógeno líquido y 
se almacenaron a -80ºC.  
5.5.5. Estudios histológicos  
Para la evaluación histomorfométrica del engrosamiento de la mucosa y la 
submucosa intestinal como medida de inflamación se utilizaron muestras de tejido del 
colon distal de cada animal y se fijaron en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, 
Barcelona, España) durante 24 horas, después se introdujeron al procesador de 
tejidos MICROM STP 420D (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) donde se 
deshidrataron por concentraciones crecientes de etanol, y se embebieron en parafina. 
Se confeccionaron los bloques orientando el tejido de tal modo que los cortes se 
hiciesen de forma transversal al colon. Posteriormente, las secciones de tejido se 
cortaron a 3 micras con un microtomo MICROM HM 355S (Thermo Scientific), se 
montaron en portaobjetos de vidrio limpios y se secaron a 37ºC.  
Después se aclararon en xilol (VWR, Barcelona, España), se hidrataron, y se 
tiñeron con hematoxilina-eosina, de acuerdo con el protocolo estándar. Los 
portaobjetos fueron codificados para evitar el sesgo durante la evaluación histológica 
de la inflamación. Todas las secciones de tejido se examinaron y fotografiaron a una 
ampliación de 4x y 10x en un microscopio óptico Nikon Eclipse 50i con una cámara 
digital DXM 1200C acoplada (Nikon, Tokio, Japón). El software FIJI (211) se utilizó 
para la caracterización de los cambios histopatológicos, en concreto se midió la 
distancia, en micras, desde la punta del epitelio superficial hasta la capa muscular de 
la mucosa (muscularis mucosae) para determinar el grosor de la mucosa; y la 
distancia, en micras, desde la base de la capa muscular de la mucosa hasta el 
comienzo de la capa muscular propia para determinar el grosor de la submucosa. 
Todas las mediciones se realizaron en zonas donde el corte de las vellosidades se 
observase de forma totalmente longitudinal, no se midieron zonas donde se hubiese 
roto o desprendido el tejido, o donde el corte fuese tangencial (Figura 16). De acuerdo 
con la escala de medida del microscopio a un aumento de 10x el programa, se realizó 
la siguiente conversión de medida con el programa Fiji de píxeles (px) a micras: 1 px 
corresponde a 0.31 μm. 





Figura 16. A) Imagen de una sección de colon teñido con hematoxilina-eosina (10x) donde se aprecia que 
el corte de las vellosidades es longitudinal y por tanto podrían tomarse mediciones histomorfométricas. B) 
Imagen de una sección de colon teñido con hematoxilina-eosina (10x) donde se aprecia que existe una 
ruptura en el tejido y donde, además, el corte de las vellosidades no es totalmente longitudinal, por lo que 
no podrían recogerse mediciones del grosor de la mucosa de la submucosa.  
5.5.6. Evaluación de la infiltración leucocitaria  
La evaluación de la infiltración leucocitaria en el tejido se realizó de forma 
indirecta a través de la medición de la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO), 
la cual es un miembro de la superfamilia de las peroxidasas que usan como cofactor el 
grupo hemo y que es almacenada en los gránulos azurófilos de los leucocitos (212). 
La MPO puede detectarse dentro de los neutrófilos, monocitos y macrófagos que 
están en circulación.  
La extracción de MPO en las muestras de colon se realizó siguiendo el método 
de Ito et al. (213) con ligeras modificaciones. Se descongeló el fragmento de colon 
más distal (de las 2 secciones de tejido que habían sido preservadas a -80ºC), se lavó 
con PBS 1x enfriado a 4ºC previamente, se pesó y se homogenizó en hielo en una 
Material y métodos 
 
 67 
solución de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HETAB) (Sigma-Aldrich, referencia 
número H5885-100G) 0.5% en PBS 1x (se añadió a la muestra 1 mL de HETAB por 
cada 50 mg de tejido) con un homogenizador Ultra Turrax T8 (IKA®-WERKE, 
Breisgau, Alemania). El homogenizado se sonicó en hielo durante 30 segundos con un 
Soniprep 150 (MSE, Londres, Reino Unido) y después se centrifugó a 16 100 x g, 15 
minutos a 4ºC (Centrifugue 5415R, Eppendorf). El sobrenadante se alicuotó en viales 
limpios (100 μL/vial) y se almacenó a -80ºC.  
Para cuantificar la cantidad de proteína, se utilizó el sistema de determinación de 
proteínas PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific), siguiendo las 
instrucciones del fabricante, el cual está basado en el método de Bradford 
(absorbancia a 595 nm en una solución ácida de azul de Coomassie G-250 cuando el 
colorante se une a proteína). El cálculo de la concentración de proteína se determinó 
por interpolación en una recta patrón, empleando diluciones de concentración 
conocida de proteína a partir de una solución patrón de 1 mg/mL de seroalbúmina 
bovina (BSA) proporcionada en el kit. La recta patrón se generó por duplicado 
preparando las diluciones seriadas 1:2 de las muestras de BSA en pocillos de fondo 
plano de una placa de 96 pocillos (Falcon®, VWR). En los pocillos de la recta patrón el 
volumen final fue de 225 μL, siendo 200 μL de la solución colorante y 25 μL de las 
muestras de BSA. Para determinar la cantidad de proteína presente en los extractos 
de las distintas muestras, se descongeló una de las alícuotas de cada muestra, y estas 
se midieron por duplicado en pocillos de la misma placa. En cada pocillo se pipetearon 
2 μL de muestra, 23 μL de agua estéril y 200 μL de la solución colorante. La placa con 
las diluciones de la recta patrón y las distintas muestras se incubó en oscuridad a 37 
ºC durante 30 minutos, e inmediatamente después se pasó a un lector de placas 
(POLARstar Omega, Biogen, Madrid, España), donde se midió la absorbancia a 595 
nm.  
La actividad MPO se determinó usando el ensayo Myeloperoxidase Peroxidation 
Fluoromoetric Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU.), de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante. Este ensayo permite detectar la actividad peroxidada 
de la MPO, tanto en lisados celulares crudos como en extractos de proteína 
purificados, gracias a la reacción que se produce entre el peróxido de hidrógeno 
(H2O2) y el ADHP (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina), la cual da como resultado un 
compuesto altamente fluorescente llamado resurfina (Figura 17). La fluorescencia 
emitida por la resurfina se puede analizar fácilmente excitando a 530-540 nm y 
midiendo la emisión a 585-595 nm. El kit incluye además un inhibidor específico de la 
MPO (4-aminobencen-hidracido), que permite determinar la fluorescencia presente en 
las muestras que es independiente de la actividad de la MPO. 




Figura 17. Esquema del ensayo fluorométrico para determinar la actividad MPO presente en los 
homogenizados de colon. 
 
El cálculo de la actividad de MPO se determinó por interpolación en una recta 
patrón, empleando diluciones de concentración conocida de resurfina proporcionada 
en el kit. La recta patrón se generó por duplicado preparando las diluciones a partir de 
una solución 10 μM de resurfina en pocillos de 96 de fondo plano de una placa opaca 
proporcionada en el kit. En los pocillos de la recta patrón el volumen final fue de 110 
μL, de los cuales 60 μL eran de búffer (PBS 1x) y 50 μL de las muestras de resurfina. 
Tras incubar la placa 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente, se pasó a un 
lector de placas (POLARstar Omega), donde se midió usando una excitación de 530-
540 nm y captando la emisión entre 585-595 nm. Después en la misma placa se 
determinó la actividad de MPO de cada muestra (pocillos de muestra) y la 
fluorescencia no correspondiente a la actividad MPO (pocillos de inhibidor). En cada 
pocillo de muestra se pipetearon 50 μL de la muestra correspondiente, 10 μL del búffer 
de ensayo y 50 μL de la solución de trabajo (que contiene ADPH y H2O2). En cada 
pocillo de inhibidor se pipetearon 50 μL de la muestra correspondiente, 10 μL de la 
solución inhibidora y 50 μL de la solución de trabajo. Como control positivo se empleó 
una solución de MPO humana purificada. El control positivo se realizó por duplicado y 
en cada pocillo se pipetearon 50 μL de MPO purificada (250 ng/mL), 10 μL del búffer 
de ensayo y 50 μL de la solución de trabajo. La placa quedó configurada como se 
muestra en la Figura 18. Inmediatamente después de añadir la solución de trabajo a 
los pocillos correspondientes se pasó la placa al lector de placas, donde se midió la 
fluorescencia cada 30 segundos durante media hora usando los mismos parámetros 
arriba indicados. Los resultados se cuantificaron como pmol/min/mL, normalizados en 
función de la concentración total de proteínas presentes en la muestra. 
 




Figura 18. Esquema de configuración de la placa para determinar la actividad de MPO en los 
homogenizados de colon. Las dos primeras columnas se reservaron para la realización de la curva patrón 
por duplicado con concentraciones conocidas de resurfina (Pocillos A-H). El control positivo de MPO 
humana purificada también se realizó por duplicado (Pocillos +). Cada muestra fue sometida a dos 
reacciones, una para determinar la actividad de MPO presente en el tejido (Pocillos M), y otra para 
determinar el nivel de fluorescencia presente en la muestra independiente de la actividad de MPO 
(Pocillos I). 
5.5.7. Análisis estadísticos 
Para el estudio de las características de la distribución de las variables se ha 
recurrido al programa Graph Pad Prism v5.  
Todos los datos se sometieron al test de Levene para determinar la 
homocedasticidad y al test de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de la 
población.  
Si ambos tests eran positivos (p>0.05), las diferencias estadísticas entre las 
medias de las puntuaciones del índice de severidad y la evolución del peso durante los 
5 días de procedimiento se evaluaron mediante el análisis de ANOVA de dos vías, y 
en caso de encontrarse diferencias estadísticamente significativas entre las medias de 
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los grupos se realizaron comparaciones múltiples con el test de Bonferroni. Para el 
resto de parámetros analizados, si se cumplían los requisitos de normalidad y 
homoscedasticidad se compararon las medias de los grupos con el test de ANOVA de 
una vía, seguido de comparaciones múltiples con el test de Neuman-Keuls si se 
encontraban diferencias estadísticamente significativas. En caso de que la variable 
analizada siguiese una distribución no paramétrica, o no se cumpliese el criterio de 
homogeneidad de varianzas, se recurrió al test de Kruskal-Wallis, seguido del test de 
Dunn para realizar las comparaciones múltiples posteriores si existían diferencias 
significativas en el comportamiento de la variable entre los grupos estudiados.  
Todos los valores de las figuras y el texto se expresan como media aritmética ( ) 
± el error estándar de la media (SEM) si la variable sigue una distribución normal; y 
como mediana (Me) ± la amplitud intercuartílica (AIC) si la variable sigue una 
distribución no paramétrica. 



























































6.1. GENERACIÓN Y GENOTIPADO DE LOS RATONES 
TRANSGÉNICOS 
La puesta a punto de técnicas diagnósticas para conocer el genotipo de los 
ratones fue fundamental para el resto del estudio. A continuación se muestran 
ejemplos representativos de geles de agarosa teñidos con Gel Red® (Biotium 
1:10000) donde se separaron por electroforesis los productos de la reacción de 
amplificación del ADN genómico de las dos principales líneas transgénicas empleadas 
en este estudio. 
Recordemos que para la línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre se realizaron dos 
reacciones de PCR diferentes. Una para detectar la presencia del rtTA-M2 en el alelo 
Gt(ROSA)26Sor
tm1Sor
 y otra para detectar la presencia o ausencia del gen de la Cre 
recombinasa.  





) genera una única banda de 650 pb. Los animales heterocigotos con un alelo 
normal y otro mutado (rtTA-M2
+/-
) generan dos bandas, la banda WT a 650 pb y la 
banda mutante a 340 pb. Y la amplificación del ADN genómico de los animales 
homocigotos para la mutación (rtTA-M2
+/+
) genera una única banda a 340 pb (Figura 
19). 
 
Figura 19. Amplificación de los fragmentos correspondientes a los dos posibles alelos 
Gt(ROSA)26Sor
tm1Sor
, WT o mutante, según la ausencia o presencia del rtTA-M2 en el alelo.  
 
En el caso de que el gen de la Cre recombinasa se encuentre presente en 
alguno de los alelos o en los dos (Cre+), se genera mediante amplificación una banda 
de 625 pb. Si el gen no está presente en ninguno de los alelos (Cre-) no se produce 




además los cebadores específicos para un fragmento del gen de la IL-2, que está 
siempre presente en el ADN genómico (gen housekeeping), y cuya amplificación 
genera una banda de 325 pb. De este modo, en el resultado de los animales WT para 
Cre, si la reacción de amplificación ha ocurrido correctamente, solo se observa la 
banda de 325 pb de la IL-2. Y en los animales Cre+ podemos observar dos bandas, la 
banda de 625 pb de Cre y la banda de 325 pb de la IL-2 (Figura 20). 
 
Figura 20. Amplificación de los fragmentos correspondientes al gen de Cre (625 pb) y de la IL-2 (325 pb).  
 
Para la línea AM DOXI, además de las dos reacciones de amplificación 
anteriores, se realizó una tercera PCR para detectar la presencia de las secuencias 
loxP flanqueando al gen de la AM. El ADN de los animales con los dos alelos de la AM 
sin floxear (AM wt/wt) genera una única banda de aproximadamente 625 pb. El ADN 
genómico de los animales heterocigotos donde un alelo está floxeado y el otro no (AM 
flox/wt) se generan mediante amplificación dos bandas, una de aproximadamente 625 
pb y otra de unos 650 pb. Y la amplificación del ADN de los ratones con ambos alelos 








Figura 21. Amplificación de los fragmentos correspondientes a los dos posibles alelos del gen de la AM, 
según se encuentre o no floxeado.  
6.2. ESTUDIO PILOTO: GENERACIÓN DE LOS RATONES KO 
Dado que uno de los objetivos de este estudio era lograr un modelo KO total para 
el gen de la AM y existen ciertos tejidos en los que la barrera hemática podía dificultar 
el paso del compuesto inductor hasta las células, decidimos realizar un estudio piloto, 
con 15 animales de la línea AM DOXI, comparando distintas pautas de administración 
de doxiciclina (7 y 14 días) para comprobar la eficacia de la deleción del gen de la AM 
tras la acción de la recombinasa Cre, y para confirmar que en los animales a los que 
no se les había administrado la solución de doxiciclina el gen permanecía intacto.  
Se analizó el ADN genómico de 13 órganos distintos mediante PCR usando una 
polimerasa específica para la amplificación de secuencias de gran tamaño. Los 
resultados esperados eran que en los animales que no habían tomado doxiciclina el 
gen de la AM permaneciese intacto y en la amplificación se generase una única 
banda, de un tamaño aproximado de 2500 pb (AM+/+); mientras que en los animales 
que sí habían tomado doxiciclina se produjese una deleción total del gen de la AM 
(AM-/-), generando una única banda de unos 600 pb, o una deleción parcial (AM+/-), 
generando dos bandas de 2500 y 600 pb.  
Sin embargo, tras analizar los resultados se comprobó que en los animales que 
no habían tomado la doxiciclina se estaba produciendo una deleción parcial 
espontánea del gen de la AM en prácticamente todos los tejidos corporales 
analizados. Por ello, decidimos incluir ratones de la línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre, 




tratados con doxiciclina el tiempo máximo para comprobar que el gen permanecía 
intacto y podrían ser incluidos en un futuro como controles de la línea AM DOXI.  
A continuación se muestran dos ejemplos representativos de geles de agarosa 
donde se separaron por electroforesis los productos de la reacción de amplificación del 
ADN genómico de colon (por ser el órgano diana del futuro experimento de colitis 
aguda) (Figura 22) y de cerebro (por ser el órgano de mayor dificultad de difusión de 
sustancias químicas debido a la presencia de la barrera hematoencefálica) (Figura 23).  
 
Figura 22. Amplificación del gen de la AM a partir de muestras de ADN genómico extraídas de colon. 
Como se aprecia en la figura, en todos los animales de la línea AM DOXI que tomaron doxiciclina se 
produjo la deleción total del gen de la AM (AM
-/-
) y solo se observa la banda de 600 pb. En todos los 
animales de la línea AM DOXI que no tomaron doxiciclina se produjo la deleción parcial del gen (AM
+/-
) y 
se observan dos bandas. Y en los animales de la línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre, aunque tomaron la 
doxiciclina durante 14 días, el gen de la AM permaneció intacto (AM
+/+
) y solo se observa la banda de 






Figura 23. Amplificación del gen de la AM a partir de muestras de ADN genómico extraídas de cerebro. 
Como se aprecia en la figura, la administración de doxiciclina durante 7 días no es suficiente para lograr la 
deleción total del gen de la AM en todos los individuos; mientras que en todos los animales de la línea AM 
DOXI que tomaron doxiciclina durante 14 días sí se produjo la deleción total (AM
-/-
) y solo se observa la 
banda de 600 pb. En todos los animales de la línea AM DOXI que no tomaron doxiciclina se produjo la 
deleción parcial del gen (AM
+/-
) en 3 animales y una deleción total del gen en dos de ellos. Y en los 
animales de la línea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre, aunque tomaron la doxiciclina durante 14 días, el gen de la 
AM permaneció intacto (AM
+/+
) y solo se observa la banda de 2500 pb.  
 
De acuerdo a los resultados obtenidos se determinó que, para lograr la deleción 
total de gen de la AM en todo el organismo, era necesario mantener la administración 
de la solución de doxiciclina durante 14 días.  
6.3. INDUCCIÓN DE LA COLITIS AGUDA 
6.3.1. Evaluación de la severidad de la colitis aguda 
Del total de la muestra de estudio (64 animales), tres de ellos fallecieron en las 
24 horas posteriores al procedimiento de inducción de colitis aguda: una hembra WT 
del grupo control (NaCl), una hembra WT del grupo de tratamiento con TNBS y un 
macho KO del grupo control, probablemente a consecuencia de una reacción adversa 
a la anestesia o al propio procedimiento. Por lo tanto, en esos tres grupos el tamaño 
muestral pasó a ser de 7 animales, en vez de los 8 iniciales.  
En el caso de los machos, la instilación rectal de NaCl disuelto en etanol al 50% 
no ocasionó ningún signo clínico destacable a los animales de ambos genotipos, salvo 
una ligera pérdida de peso (inferior al 10% del peso corporal) en las primeras 24-48 
horas tras la instilación (Tabla 9 y Figura 24). No se observaron diferencias 




machos WT y los machos KO que recibieron NaCl (p>0,05). La instilación rectal de 
TNBS provocó el desarrollo de una colitis que, de acuerdo con las puntuaciones del 
índice de severidad de la enfermedad (Tabla 8), podría clasificarse de leve a 
moderada; siendo más pronunciada en los machos KO (Tabla 9 y Figura 24). En el 
grupo de machos WT, solo se observaron diferencias significativas entre el grupo 
tratado con TNBS y el grupo control a día 5 de procedimiento (1 ± 0,33 vs. 0; p<0,05). 
Sin embargo, en el grupo de machos KO se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en las puntuaciones del índice de severidad entre el grupo tratado con 
TNBS y el grupo control a día 1 (1,87 ± 0,35 vs. 0,71 ± 0,8; p<0,01), a día 2 (1,5 ± 0,42 
vs. 0,14 ± 0,14; p<0,001), a día 3 (1,63 ± 0,56 vs. 0; p<0,001), a día 4 (1,63 ± 0,38 vs. 
0; p<0,001), y a día 5 (1,88 ± 0,35 vs. 0; p<0,001). La colitis dio paso a la aparición de 
diarrea en forma de heces blandas en el grupo de machos WT hacia el tercer día del 
procedimiento, la cual se mantuvo hasta el quinto día. Por el contrario, en el grupo de 
machos KO la presencia de heces blandas se detectó desde el primer día y fue 
evolucionando con el paso del tiempo a heces líquidas hacia el tercer día en el 62,5% 
de la muestra, dos de los animales (25% de la muestra) mostraron signos de 
deshidratación, y con el quinto día se detectó la presencia de sangre en heces en esos 
mismos 2 animales. Al comparar las puntuaciones medias del índice de severidad 
entre los dos grupos de machos tratados con TNBS se observó que los machos KO 
obtuvieron puntuaciones significativamente más altas que los machos WT a día 1 
(1,87 ± 0,35 vs. 0,38 ± 0,18; p<0,001) y 2 de procedimiento (1,5 ± 0,42 vs. 0,38 ± 0,18; 
p<0,01); sin embargo entre los días 3 y 5 no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas (p>0,05).  
En el grupo de las hembras, al igual que en el grupo de machos, la instilación de 
NaCl en los grupos WT y KO no produjo ningún efecto significativo (Tabla 9 y Figura 
25). De nuevo, no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las 
puntuaciones del índice de severidad de las hembras WT y las hembras KO que 
recibieron NaCl a ningún tiempo (p>0,05). La instilación de TNBS causó unos 
resultados similares a los anteriormente descritos, pero con diferencias mucho más 
marcadas entre los índices de severidad de la colitis de las hembras WT tratadas con 
TNBS y los de las hembras KO tratadas con TNBS (Tabla 9 y Figura 25). Las hembras 
WT a las que se les instiló TNBS desarrollaron algunos signos propios de una colitis 
leve, en la que empezaron a realizar deposiciones blandas al tercer día, en dos de 
ellas (28,57% de la muestra) la colitis evolucionó el quinto día a deposiciones semi-
líquidas que permanecían adheridas a la zona perianal, y solo una de estas dos 
hembras requirió la administración de suero por mostrar signos de deshidratación 




hembras WT tratadas con TNBS y las hembras WT control, no se observaron 
diferencias estadísticamente significativas a ningún tiempo (p>0,05), si bien, el quinto 
días las diferencias estuvieron próximas a alcanzar la significación (1,29 ± 0,18 vs. 0; 
p=0,06). Las hembras KO que recibieron el tratamiento con TNBS desarrollaron una 
colitis que podría clasificarse de moderada a severa, con las mayores puntuaciones de 
todos los grupos (machos y hembras). A día uno de procedimiento no se observaron 
diferencias estadísticamente significativas entre las puntuaciones medias del índice de 
severidad del grupo tratado con TNBS y del grupo control (1,88 ± 0,23 vs. 0,63 ± 0,18; 
p>0,05); sin embargo, a partir de ese momento se observaron diferencias 
estadísticamente muy significativas entre ambos grupos a día 2 (2,25 ± 0,37 vs. 0,25 ± 
0,16; p<0,001), a día 3 (3,25 ± 0,75 vs. 0; p<0,001), a día 4 (3,13 ± 0,67 vs. 0; 
p<0,001), y a día 5 (3,88 ± 0,97 vs. 0; p<0,001). En el grupo de hembras KO tratadas 
con TNBS desde el primer día se observó la presencia de heces blandas, que para el 
tercer día habían evolucionado a heces totalmente líquidas. El 75% del grupo 
mostraba signos de deshidratación a ese tiempo; y para el quinto día de procedimiento 
se observó sangre en las heces del 50% de las hembras KO y en dos de ellas (25% de 
la muestra) se empezó a formar un prolapso rectal. Al comparar las puntuaciones 
medias del índice de severidad entre los dos grupos de hembras tratadas con TNBS 
se observó que las hembras KO obtuvieron puntuaciones significativamente más altas 
que las hembras WT a día 1 (1,88 ± 0,23 vs. 0,14 ± 0,38; p<0,01), a día 2 (2,25 ± 0,37 
vs. 0,14 ± 0,14; p<0,001), a día 3 (3,25 ± 0,75 vs. 0,48 ± 0,20; p<0,001), a día 4 (3,13 




Índice de severidad de la colitis aguda 
Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 
♂ WT NaCl 8 0,63 ± 0,18 0,25 ± 0,16 0 0 0 
♂ WT TNBS 8 0,38 ± 0,18 0,38 ± 0,18 0,75 ± 0,16 0,88 ± 0,23 1 ± 0,33 
♂ KO NaCl 7 0,71 ± 0,8 0,14 ± 0,14 0 0 0 
♂ KO TNBS 8 1,87 ± 0,35 1,5 ± 0,42 1,63 ± 0,56 1,63 ± 0,38 1,88 ± 0,35 
♀ WT NaCl 7 0,29 ± 0,18 0,14 ± 0,14 0 0 0 
♀ WT TNBS 7 0,14 ± 0,38 0,14 ± 0,14 0,48 ± 0,20 1 ± 0 1,29 ± 0,18 
♀ KO NaCl 8 0,63 ± 0,18 0,25 ± 0,16 0 0 0 
♀ KO TNBS 8 1,88 ± 0,23 2,25 ± 0,37 3,25 ± 0,75 3,13 ± 0,67 3,88 ± 0,97 
Tabla 9. Puntuaciones medias del índice de severidad de la colitis aguda en los distintos grupos a lo largo 
de los 5 días de duración del procedimiento. Los valores de las puntuaciones se expresan como la media 






Figura 24. Evolución de las puntuaciones medias del índice de severidad en los cuatro grupos de machos 
incluidos en el procedimiento.  
 
 
Figura 25. Evolución de las puntuaciones medias del índice de severidad en los cuatro grupos de 





Uno de los principales signos clínicos que permiten la evaluación del bienestar 
animal y el grado de severidad de la colitis, tanto en animales como en humanos, es el 
peso corporal. Por ello, los animales se pesaron antes de la instilación rectal y 
diariamente durante los 5 días de procedimiento. Como se observa en la Tabla 10 y en 
las Figuras 26 y 27, tanto en machos como en hembras, la instilación de NaCl en 
etanol al 50% no provocó la disminución del peso corporal de los animales.  
Es interesante observar que en el grupo de machos, en condiciones basales, los 
animales KO tienen un peso significativamente superior al de los animales WT a pesar 
de tener la misma edad, tanto en los grupos control (29,60 g ± 0,73 g vs. 25,28 g ± 
0,53 g; p<0,001) como en los grupos tratados con TNBS (28,07 g ± 0,57 g vs. 24,37 g 
± 0,55 g; p<0,01) (Tabla 10 y Figura 26). En el caso de los grupos control, los pesos se 
mantuvieron estables a lo largo del procedimiento, y por tanto, los machos KO 
continuaron teniendo un peso medio significativamente superior que el de los machos 
WT (p<0,001 durante los 5 días) (Tabla 10 y Figura 26). La instilación de TNBS por vía 
rectal en los machos WT ocasionó una ligera disminución de peso que en ningún día 
llegó a ser significativa respecto a los animales WT que habían recibido NaCl (p>0,05) 
(Tabla 10 y Figura 26). En los ratones KO, el TNBS produjo una mayor pérdida de 
peso durante las primeras 48 horas de procedimiento, sin embargo, a partir del tercer 
día se iniciaba una recuperación en los valores del peso medio del grupo, que para el 
final del procedimiento habían incluso superado a la media del peso inicial. Al 
comparar los pesos medios de los ratones KO tratados y controles solo se observaron 
diferencias estadísticamente significativas a día 1 (26,16 g ± 0,64 g vs. 29,67 g ± 0,78 
g; p<0,01) (Tabla 10 y Figura 26). Al comparar los pesos medios de los dos grupos de 
machos tratados con TNBS se observó que aunque el peso basal de los machos KO 
era significativamente superior al de los machos WT (p<0,01), la inducción de la colitis 
provocó una reducción del peso en los animales KO hasta que se igualó con el peso 
medio de los ratones WT en los días 1 (26,16 g ± 0,64 g vs. 24,88 g ± 0,55 g; p>0,05) 
y 2 de procedimiento (27,30 g ± 0,98 g vs. 25,19 g ± 0,46 g; p>0,05), para volver a ser 
significativamente superior en los días 3 (28,38 g ± 1,09 g vs. 24,34 g ± 0,47 g; 
p<0,05), 4 (29,77 g ± 1,08 g vs. 25,85 g ± 0,58 g; p<0,01) y 5 (30,57 g ± 1,16 g vs. 
26,11 g ± 0,56 g; p<0,001); a medida que se iniciaba su recuperación.  
En el grupo de hembras, en el caso de los dos grupos control, no se observaron 
diferencias significativas en el peso de las hembras KO y WT a causa del 
procedimiento, solo a partir del día 4 las hembras KO muestran un peso medio 
significativamente superior al de las hembras WT, probablemente debido a un 
crecimiento más rápido (día 4: 23,74 g ± 0,66 g vs. 21,08 g ± 0,44 g; p<0,05. Día 5: 




TNBS en las hembras WT no causó ninguna variación significativa del peso respecto a 
los controles WT en ningún momento del procedimiento (p>0.05) (Tabla 10 y Figura 
27). Sin embargo, la instilación de TNBS en las hembras KO sí produjo una reducción 
muy significativa de su peso medio en comparación con sus controles, las hembras 
KO que recibieron NaCl, durante los 3 primeros días posteriores a la instilación (Día 1: 
19,37 g ± 0,66 g vs. 22,87 g ± 0,65 g; p<0,01. Día 2: 19,26 g ± 0,89 g vs. 22,85 g ± 
0,55 g; p<0,001. Día 3: 19,80 g ± 1,16 g vs. 22,44 g ± 0,67 g; p<0,001), y que continuó 
siendo significativa hasta el final del procedimiento a pesar de una leve recuperación 
del peso gracias a la rehidratación lograda al administrar suero a los animales (Día 4: 
21,13 g ± 1,13 g vs. 23,74 g ± 0,66 g; p<0.05. Día 5: 21,44 g ± 0,99 g vs. 24,13 g ± 
0,70 g; p<0.05) (Tabla 10 y Figura 27). A diferencia de los machos KO tratados con 
TNBS, las hembras KO no lograron recuperar su peso basal durante los 5 días del 
procedimiento. Al comparar los pesos medios de los dos grupos de hembras tratadas 
con TNBS se observó que el peso medio de las hembras KO no era estadísticamente 
diferente del de las hembras WT, a excepción del día 2, momento en el que el peso 
medio de las hembras KO fue significativamente inferior al de las hembras WT (19,26 
g ± 0,89 g vs. 21,85 g ± 0,50 g; p<0,05).  
 
Grupo n 
Peso medio (g) 
Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 








































































































Tabla 10. Pesos medios en gramos de los distintos grupos antes de iniciar el procedimiento (Día 0) y a lo 
largo de los 5 días de duración del experimento. Los valores se expresan como la media del peso 







Figura 26. Evolución de los pesos medios de los cuatro grupos de machos incluidos en el procedimiento, 
desde el momento previo a la instilación hasta el final del experimento. 
 
 
Figura 27. Evolución de los pesos medios de los cuatro grupos de hembras incluidas en el procedimiento, 
desde el momento previo a la instilación hasta el final del experimento. 
 
Tras sacrificar a los animales se extrajo todo el colon y se recogieron los 5 cm 




esa zona. La inspección visual reveló que tanto en machos (Figura 28.A y 28.C) como 
en hembras (Figura 29.A y 29.C), la instilación de NaCl no había causado alteraciones 
macroscópicas, no se apreciaban lesiones y las heces contenidas en el tracto 
gastrointestinal presentaban la forma oval y la consistencia características. En los 
machos y hembras WT tratados con TNBS se observó que las heces eran informes y 
blandas (Figuras 28.B y 29.B). Por el contrario, en el grupo de ratones KO tratados con 
TNBS las heces eran líquidas, ocupaban toda la porción terminal del colon y en varias 
muestras se podía observar la presencia de sangre y otras anormalidades en la pared 
gastrointestinal (Figura 28.D Y 29.D).  
 
 
Figura 28. Fotografías representativas del colon de los animales experimentales de los grupos de machos 
WT control (A), WT TNBS (B), KO control (C) y KO TNBS (D). Tanto en (A) como en (C) pueden 
apreciarse la forma oval y el tamaño característicos de las heces de ratón. Sin embargo, en (B) se puede 
observar como la instilación con TNBS ha causado un aumento del tamaño de las heces. Por último, en 




Figura 29.  Fotografías representativas de la porción de colon terminal de los cuatro grupos de hembras 
incluidos en el procedimiento: las hembras WT control (A), WT TNBS (B), KO control (C) y KO TNBS (D).  
La instilación de NaCl en etanol al 50% no causa cambios en el aspecto macroscópico de las heces, 
como se aprecia en (A) y en (C). En (C) puede observarse como el TNBS causa en las hembras WT un 
aumento del volumen de las heces; de forma similar a lo observado en machos. Sin embargo, como se 
aprecia en (D), en ausencia de AM la misma dosis de TNBS no solo aumenta el volumen de las heces, 
sino que además las vuelve informes, sanguinolentas y totalmente líquidas, de modo que estas llenan por 





Por otra parte, una vez eliminadas todas las heces contenidas en el colon, se 
pesaron las muestras en fresco, de modo que el peso del colon se consideró como 
otro indicador macroscópico de inflamación. A pesar de que todos los animales tenían 
la misma edad, no todos los animales pesaban lo mismo, por eso, se normalizó el 
peso de los 5 cm terminales de colon en función del peso corporal (Tabla 11). También 
se extrajo el bazo completo y se pesó, normalizando el valor obtenido en función del 
peso corporal, para determinar si debido al proceso inflamatorio se estaba 

















8 26,07 ± 0,52 106,76 ± 8,26 71,16 ± 4,37 0,41 ± 0,03 0,27 ± 0,02 
♂ WT 
TNBS 
8 26,11 ± 0,56 123,05 ± 5,02 105,99 ± 17,00 0,47 ± 0,02 0,40 ± 0,06 
♂ KO 
NaCl 
7 30,62 ± 0,86 135,46 ± 7,73 73,57 ± 2,37 0,44 ± 0,03 0,24 ± 0,01 
♂ KO 
TNBS 
8 30,57 ± 1,16 155,86 ± 20,15 88,11 ± 6,38 0,51 ± 0,07 0,29 ± 0,02 
♀ WT 
NaCl 
7 21,19 ± 0,48 149,19 ± 9,07 96,24 ± 3,46 0,71 ± 0,05 0,45 ± 0,02 
♀ WT 
TNBS 
7 22,30 ± 0,50 148,91 ± 8,62 92,81 ± 6,45 0,67 ± 0,03 0,42 ± 0,03 
♀ KO 
NaCl 
8 24,13 ± 0,70 134,55 ± 6,93 87,23 ± 5,16 0,56 ± 0,03 0,36 ± 0,02 
♀ KO 
TNBS 
8 21,44 ± 0,99 213,05 ± 20,74 86,03 ± 9,36 1,03 ± 0,14 0,40 ± 0,03 
Tabla 11. Peso medio corporal en gramos ± SEM de los distintos grupos al finalizar el procedimiento (Día 
5). Peso medio en miligramos ± SEM del colon y el bazo de los distintos grupos. Y porcentaje de peso de 
estos órganos respecto al peso total del animal del que proceden.  
 
En el grupo de machos no se encontraron diferencias significativas en el test de 
ANOVA de una vía para el porcentaje del peso medio del colon sobre el peso total 
entre ninguno de los grupos (p>0,05) (Figura 30). Sin embargo, en los datos referentes 
al bazo se pudo comprobar que el tratamiento con TNBS causaba un aumento 
significativo en el peso del bazo respecto al peso corporal en los animales WT (0,40% 
± 0,06% vs 0,27% ± 0,02%; p<0,05); y que los animales KO tratados con TNBS tenían 
un bazo significativamente más pequeño que los machos WT que habían recibido el 




En el grupo de hembras, el peso del colon en fresco normalizado en función del 
peso corporal fue superior en todos los grupos al encontrado en los machos (Figura 
30). En este caso, el tratamiento con TNBS causó un aumento muy significativo del 
porcentaje del peso del colon en las hembras KO con respecto a sus controles (1,03% 
± 0,14% vs. 0,56% ± 0,03%; p<0,01) y un aumento de peso significativo frente a las 
hembras WT tratadas también con TNBS (1,03% ± 0,14% vs. 0,67% ± 0,03%; p<0,05) 
(Figura 30). Sin embargo, al contrario de lo que ocurría en el grupo de machos, no se 
observaron diferencias significativas entre los pesos medios del bazo de los cuatro 
grupos de hembras (Figura 31).  
 
Figura 30. Gráfica del porcentaje del peso medio (mg) del colon de cada grupo normalizado en función del 
peso corporal ± SEM. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos se representan 







Figura 31. Gráfica del porcentaje del peso medio (mg) del bazo de cada grupo normalizado en función del 
peso corporal ± SEM. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos se representan 
mediante asteriscos, de modo que un asterisco (*) equivale a una p<0,05. 
6.3.2. Estudios histológicos  
Para realizar los estudios de inflamación a nivel microscópico se recogió el 
centímetro central del fragmento de 5 cm de colon terminal de cada animal para su 
análisis histológico. Ese centímetro fue seccionado en tres partes, de modo que de 
cada animal se disponía de 3 muestras para analizar. Se hicieron cortes histológicos, 
que fueron teñidos con hematoxilina y eosina, y examinados al microscopio óptico a 
distintos aumentos para evaluar los cambios inducidos por la colitis y la presencia o 




En los cortes histológicos de los machos tratados con NaCl no se observaron 
anomalías en la microarquitectura del colon. Inesperadamente, en el 85,71% de los 
machos KO controles se encontraron placas de Peyer de gran tamaño (más de       
100 000 μm2) (Figura 32), mientras que en los machos WT controles solo se 
observaron en el 50% de los casos; aunque esta diferencia no fue estadísticamente 
significativa (p>0,05). En los animales que habían recibido el tratamiento con TNBS se 
observaron pequeñas zonas localizadas de infiltrados en la mucosa de los machos 
WT; mientras que en las preparaciones histológicas de los KO pudieron observarse, 
además de infiltrados pequeños y localizados como en los WT, extensas zonas de 
infiltración de linfocitos en el 37,5% de los casos (Figura 34).  
En el caso de las preparaciones histológicas correspondientes al grupo de 
hembras, de nuevo se observaron placas de Peyer de gran tamaño en el 87,5% de la 
muestra de hembras KO control (Figura 33), mientras que en las hembras WT que 
recibieron NaCl solo se observaron en el 57,4% de los casos, sin que estas diferencias 
alcanzasen la significación estadística (p>0,05). La instilación de TNBS causó 
infiltraciones localizadas en las hembras WT (Figura 33). Sin embargo, en el grupo de 
hembras KO tratadas con TNBS se observaron infiltraciones de linfocitos extensas 








Figura 32. Imágenes de microscopía óptica (aumento 4x) de preparaciones de colon representativas de 
machos WT NaCl (A), machos KO NaCl (B), machos WT TNBS (C) y machos KO TNBS (D). En (A) y en 
(B) se aprecia la morfología normal del colon, pero en (B) existe, además, una placa de Peyer de gran 
tamaño (flecha). En (C) se observa que no se han producido cambios muy significativos respecto a la 
morfología normal del colon, solo hay pequeñas zonas de infiltración en la mucosa. Y en (D) se aprecia 






Figura 33. Imágenes de microscopía óptica (aumento 4x) de preparaciones de colon representativas de 
hembras WT NaCl (A), hembras KO NaCl (B), hembras WT TNBS (C) y hembras KO TNBS (D). En (A) y 
en (B) puede apreciarse la morfología normal del colon, pero en (B) también puede observarse una placa 
de Peyer de gran tamaño (flecha). En (C) aparecen ligeras zonas de infiltración de linfocitos. Y en (D) se 
observa una infiltración masiva que ocupa la mucosa y la submucosa del colon y que destruye la 





Figura 34. Imagen de microscopía óptica (aumento 60x) representativa de las infiltraciones observadas en 
los grupos de KOs TNBS. 
 
Sobre estas preparaciones histológicas se midieron los grosores de la mucosa y 
de la submucosa con el programa Fiji. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Tabla 12.  
 
Grupo 
Número de mediciones 
recogidas 
Grosor de la mucosa 
(μm) 
Grosor de la 
submucosa (μm) 
♂ WT NaCl 437 265,10 ± 2,32 14,65 ± 3,82 
♂ WT TNBS 429 253,80 ± 1,90 15,39 ± 5,22 
♂ KO NaCl 231 249,40 ± 2,93 8,76 ± 4,02 
♂ KO TNBS 354 312,20 ± 2,05 14,33 ± 5,20 
♀ WT NaCl 206 247,30 ± 3,05 20,22 ± 5,32 
♀ WT TNBS 281 264,40 ± 2,51 23,44 ± 2,91 
♀ KO NaCl 376 220,10 ± 2,26 21,62 ± 3,06 
♀ KO TNBS 333 382,50 ± 6,03 65,19 ± 14,28 
Tabla 12. Medición del grosor de la mucosa y la submucosa en cortes histológicos. Se muestra el número 
de mediciones totales que se pudieron realizar en cada grupo de animales, así como el valor medio del 





El análisis histológico en el grupo de machos reveló que la instilación de TNBS 
causó un aumento muy significativo del grosor de la mucosa del colon en el grupo de 
animales KO frente a sus controles (312,20 μm ± 2,05 μm vs. 249,40 μm ± 2,93 μm; 
p<0,001); mientras que en el grupo de animales WT no pareció ocasionar ninguna 
inflamación a nivel microscópico. Sorprendentemente se observó que los animales 
controles tenían un grosor significativamente mayor que los animales tratados con 
TNBS (265,10 μm ± 2,32 μm vs. 253,80 μm ± 1,90 μm; p<0,001). Además, en los 
animales deficientes para AM, la inflamación a nivel de la mucosa era 
significativamente superior al de los animales WT (312,20 μm ± 2,05 μm vs. 253,80 μm 
± 1,90 μm; p<0,001) (Figura 35.A). Respecto al engrosamiento de la submucosa, no 
se observaron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre ninguno de los 
grupos (Figura 35.B). De acuerdo con los datos, podemos asumir que las diferencias 
histológicas observadas en machos se deben a una mayor reacción inflamatoria a 






Figura 35. A) Grosor medio ± SEM de la capa mucosa del colon de los cuatro grupos de machos incluidos 








En el grupo de hembras, el análisis histológico de las preparaciones reveló que la 
instilación con TNBS causó un aumento muy significativo del grosor de la mucosa del 
colon tanto en el grupo de hembras WT (264,40 μm ± 2,51 μm vs. 247,30 μm ± 3,05 
μm; p<0,001) como en el de hembras KO (382,50 μm ± 6,03 μm vs. 220,10 μm ± 2,26 
μm; p<0,001) en comparación con sus respectivos controles. Además, al igual que 
ocurría en los machos, la ausencia de AM provocó una reacción de inflamación que 
engrosó la mucosa de las hembras KO de forma significativa al compararla con las 
hembras WT tratadas (382,50 μm ± 6,03 μm vs. 264,40 μm ± 2,51 μm; p<0,001) 
(Figura 36.A). A nivel de la submucosa no se observó que la administración de TNBS 
causase un engrosamiento significativo en el grupo de hembras WT respecto a sus 
controles (23,44 μm ± 2,91 μm vs. 20,22 μm ± 5,32 μm; p>0,05), pero sí en el grupo de 
hembras KO respecto a sus controles (65,19 μm ± 14,28 μm vs. 21,62 μm ± 3,06 μm; 
p<0.01). Además, a nivel de la submucosa también se observó que las hembras KO 
tenían un engrosamiento significativamente mayor de esta capa del colon (65,19 μm ± 
14,28 μm vs. 23,44 μm ± 2,91 μm; p<0,01) (Figura 36.B). Podemos concluir que en las 
hembras, la instilación de TNBS causa una reacción de inflamación a nivel de la 
mucosa, y que ante la ausencia de AM esta reacción inflamatoria se extiende a lo 





Figura 36. A) Grosor medio ± SEM de la capa mucosa del colon de los cuatro grupos de hembras. B) 
Grosor medio ± SEM de la capa submucosa del colon. Las diferencias estadísticamente significativas 
entre grupos se representan mediante asteriscos, de modo que dos asteriscos (**) equivalen a una p<0,01 







6.3.3. Evaluación de la infiltración leucocitaria  
La evaluación de la infiltración de neutrófilos, monocitos y macrófagos en el tejido 
homogenizado se realizó de forma indirecta a través de la medición de la actividad de 
la enzima mieloperoxidasa (MPO) con un ensayo fluorimétrico. Los resultados 
obtenidos se normalizaron en función de la concentración total de proteínas presentes 
en los extractos de colon. Los resultados del ensayo se muestran a continuación en la 
Tabla 13. Debido a que la actividad de la MPO en los extractos de colon no sigue una 
distribución paramétrica, los datos se expresan como la mediana de la actividad de 
MPO y el análisis estadístico se realizó con el test de Kruskal-Wallis.  
 
Grupo n 
Concentración total de proteína 
(mg/mL) 
Actividad MPO (pmol/min/mL) 
♂ WT NaCl 8 1561,53 ± 44,50 2,14 ± 2,80 
♂ WT TNBS 8 1465,26 ± 39,99 2,10 ± 2,43 
♂ KO NaCl 7 1655,75 ± 51,25 3,10 ± 1,26 
♂ KO TNBS 8 1527,99 ± 36,21 2,71 ± 2,24 
♀ WT NaCl 7 1577,34 ± 39,46 0,72 ± 1,10 
♀ WT TNBS 7 1645,83 ± 64,52 2,39 ± 2,15 
♀ KO NaCl 8 1667,27 ± 42,32 1,97 ± 0,91 
♀ KO TNBS 8 1801,76 ± 35,43 3,06 ± 5,69 
Tabla 13. Resultados de la concentración total media de proteína (mg/mL) ± SEM de los homogenizados 
de colon; y de la mediana de la actividad de MPO (pmol/min/mL) ± AIC presente en el tejido de cada 
grupo de estudio. 
 
En el grupo de machos, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre la actividad de MPO en los homogenizados de colon de los 





Figura 37. Diagrama de cajas de la actividad de MPO expresada en pmol/min/mL, y normalizada en 
función de la cantidad de proteína total extraída de los homogenizados de colon de los cuatro grupos de 
machos incluidos en el procedimiento.  
 
En el grupo de hembras, los resultados del test de Kruskal-Wallis fueron 
estadísticamente significativos (p>0,05). Al realizar las comparaciones múltiples 
mediante el test de Dunns se observó que la instilación de TNBS causaba una 
elevación significativa de la actividad de MPO en el colon del grupo de hembras WT 
(2,39 ± 2,15 pmol/min/mL vs. 0,72 ± 1,10 pmol/min/mL; p<0,05), y una elevación de la 
actividad MPO en el colon de las KO respecto a sus controles que no llegaba a ser 
significativa, probablemente debido a la elevada dispersión de los datos de este grupo 
(3,06 ± 5,69 pmol/min/mL vs. 1,97 ± 0,91 pmol/min/mL; p>0,05). Sorprendentemente, 
las hembras KO que habían recibido una instilación de NaCl presentaron una actividad 
de MPO significativamente superior al de las hembras WT controles (1,97 ± 0,91 





Figura 38. Diagrama de cajas de la actividad de MPO expresada en pmol/min/mL, y normalizada en 
función de la cantidad de proteína total extraída de los homogenizados de colon de los cuatro grupos de 
hembras incluidas en el procedimiento. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos se 











































































7.1. GENERACIÓN DE RATONES KO TOTALES PARA 
ADRENOMEDULINA 
La generación de un modelo de ratón KO total para AM era uno de los objetivos 
principales de este estudio. Debido a la íntima relación de la AM con el desarrollo 
vascular de la placenta y del embrión durante la gestación (164, 165), hasta ahora no 
había sido posible lograr un modelo de ratón adulto con el gen de la AM delecionado 
en todo su organismo, puesto que la ausencia total de este péptido o de sus 
receptores resultaba en letalidad embrionaria (140-143). En todos los artículos 
publicados hasta el momento, para estudiar el papel de la AM en distintas funciones 
fisiológicas y en situaciones patológicas se había tenido que recurrir a la deleción 
condicional-espacial del gen en distintos órganos y tejidos, dirigiendo la expresión de 
la recombinasa Cre con promotores específicos de esas zonas (149).  
Sin embargo, estos modelos presentaban ciertas carencias, ya que, la AM se 
expresa en multitud de órganos y tejidos, y al ser un péptido circulante se transporta 
por la sangre unida al factor H (111). Por tanto, no puede descartarse el hecho de que 
aunque la expresión de AM se hubiese suprimido totalmente en un órgano concreto, 
ciertos niveles de esta hormona producida en otras zonas del organismo llegasen a 
ese órgano a través de la circulación.  
Para lograr el objetivo de este trabajo, se decidió recurrir a un modelo genético 
de inducción temporal de la deleción, de modo que la eliminación global del gen de la 
AM tuviese lugar en ratones adultos, cuyo desarrollo se hubiese completado. Para ello, 
se empleó una combinación del sistema Cre/loxP, cuya eficacia para delecionar de 
forma condicional-espacial el gen de la AM ya había sido probada anteriormente (172), 
con el sistema de inducción mediado por tetraciclina tet-On (200).  
La elección del sistema tet-On (rtTA-M2/tetO) como regulador de la expresión de 
Cre en este trabajo se basa en que, de acuerdo con la literatura publicada (ver más 
adelante), otros métodos de deleción condicional-temporal no han demostrado ser tan 
eficaces. 
El interés por los modelos temporales de inducción de recombinación génica ha 
ido en aumento en los últimos años, especialmente en relación a genes letales durante 
el desarrollo embrionario. Una de las primeras alternativas para lograr el control 
temporal de la expresión de Cre fue unir el gen de esta recombinasa al dominio de 
unión de distintos receptores de hormonas esteroideas, de modo que al añadir de 




deseado. Varios receptores de hormonas esteroideas se han probado ya, incluyendo 
el receptor de glucocorticoides (214), el receptor de andrógenos (215), el receptor de 
progesterona (216), y los receptores de estrógenos humanos (217) y murinos (218). 
Todos estos receptores presentan ligeras modificaciones que permiten que su 
respuesta sea inducida de forma específica por ligandos artificiales con más eficacia 
que por las hormonas presentes de forma natural en el organismo. Probablemente, el 
modelo más extendido de todos ellos sea el modelo del receptor de estrógenos, del 
que han aparecido diversas variantes mutadas (219, 220) que reducen su afinidad por 
los estrógenos naturales y permiten su activación mediante la administración de 
tamoxifeno.  
Sin embargo, a pesar de las modificaciones, y de que en muchos de estos 
trabajos no se menciona la tasa de recombinación basal en ausencia de ligando, a día 
de hoy se sabe que estos modelos presentan ciertos inconvenientes. Por ejemplo, el 
uso de la recombinasa Cre bajo el control del promotor de andrógenos suele 
reservarse para modelos de hembras, ya que, en machos se produce la 
recombinación aunque no se administre el ligando exógenamente (215). En el caso del 
modelo del receptor de estrógenos, grupos independientes como el de Brake et al. 
(221) han demostrado que existe una importante tasa de recombinación basal en los 
ratones no expuestos a tamoxifeno.  
El estudio por PCR de la deleción realizado en el presente trabajo confirma que 
con la administración de 2 mg/mL de doxiciclina en el agua de bebida durante 14 días 
se consigue eliminar totalmente el gen de la AM de todos los órganos corporales, 
incluidos aquellos con barreras hemáticas, como cerebro y testículo. Estos resultados 
son concordantes con los obtenidos previamente por el grupo de Cawthorne et al. 
(205), donde ya se observó que la administración oral de doxiciclina durante 7 días a 
esa dosis no era suficiente para que ocurriese la recombinación génica en el sistema 
nervioso central. A pesar de que algunos estudios desaconsejan suplementar la 
solución de doxiciclina con sacarosa (222) porque se aumenta significativamente el 
número de calorías ingeridas por los ratones, el estudio piloto llevado a cabo en 
nuestro laboratorio demuestra que a los animales requieren de un período de 24 a 48 
horas de adaptación al sabor de la solución de doxiciclina (aunque esté endulzada), 
durante el cual consumen menos líquido y comida, y pierden peso. Es de suponer que 
si no se suplementase la doxiciclina con sacarosa, el fuerte sabor amargo de la misma 
provocaría que el período de adaptación y el estrés generado a los animales fuese 
mayor, y el consumo de doxiciclina sería menor que el previsto inicialmente.  
De acuerdo con los datos publicados en estudios previos, el empleo del 




rtTA, debería aumentar la afinidad del mismo por la doxiciclina hasta 10 veces y 
suprimir toda recombinación basal en ausencia del antibiótico (200, 223, 224). El único 
trabajo donde se emplea este mismo modelo genético y en el que se habla de la 
existencia de una mínima recombinación en ausencia de doxiciclina es el publicado 
por el grupo de Bäckman et al. (206). Sin embargo, los datos de las PCR para la 
deleción realizadas en este trabajo revelan, en contra de lo publicado anteriormente, 
que en ausencia de doxiciclina existe una recombinación parcial, y en algunos casos 
incluso total, del gen de la AM en la mayoría de los animales y órganos estudiados. 
Esto significa que el sistema de recombinación mediado por doxiciclina rtTA-M2/tetO-
Cre presenta el fenómeno que se conoce como  “leaky expression” (225), es decir, 
existe una expresión basal de recombinasa no mediada por doxiciclina, bien porque el 
gen rtTA-M2 no produce suficiente proteína represora que bloquee al promotor tetO, o 
porque el control del promotor tetO sobre el gen Cre es débil.  
La presencia del fenómeno “leaky expression” obligó a cambiar el diseño del 
estudio e incluir como controles del modelo animales cuyo gen de la AM no se 
encontrase floxeado (AM wt/wt); en vez de animales con el gen floxeado (AM flox/flox) 
y que no hubiesen tomado doxiciclina, como suele ser habitual en otras publicaciones 
(200, 206). Esto habría supuesto una limitación del estudio. Sin embargo, tras revisar 
las publicaciones de Angelakis et al. (207) y de Larráyoz et al. (208), y comprobar que 
la doxiciclina no solo provoca alteraciones de la microbiota intestinal (parte esencial 
del desarrollo de las IBD, y por tanto vital en nuestro modelo de colitis), sino que 
además modifica los patrones de expresión de varios genes mitocondriales, del 
retículo endoplasmático y de distintos componentes de matriz extracelular. Por lo 
tanto, parece obvio que el mejor control posible para este estudio eran ratones WT a 
los que también se les administrase la solución de doxiciclina. De este modo se puede 
asegurar que las diferencias observadas entre ratones KO y WT se deben 
exclusivamente a la ausencia de AM, y no a la actividad de la doxiciclina.   
A pesar de estos problemas iniciales con los animales control, se consiguió el 
objetivo propuesto inicialmente: generar animales adultos KO para AM viables. Tras la 
inducción de la deleción, los KO son totalmente normales y no muestran diferencias 
fenotípicas respecto a los animales WT, a excepción del peso corporal en los machos. 
Al comparar animales de la misma edad (16 semanas), se observa que los machos 
KO pesan una media de 4,51 g más que los animales WT. Sorprendentemente, esta 
diferencia no se observó en hembras a la edad de 16 semanas, lo cual supone el 
primer indicio de que la ausencia total de AM endógena puede tener efectos diferentes 
entre ambos sexos. Este patrón de diferencias específicas entre sexos ya ha sido 




para el gen de la sintetasa de NO (226), para el gen del péptido natriurético atrial 
(227), o para la subunidad GluA1 del receptor de glutamato (228), entre otros. En el 
momento de realizar las necropsias en el estudio piloto para recoger muestras de las 
que obtener el ADN genómico, tampoco se observaron anomalías a nivel interno en 
los principales órganos corporales, ni la presencia de edemas, malformaciones 
vasculares o hemorragias internas como sucedía en los embriones (142). 
7.2. CARACTERIZACIÓN DEL MODELO DE COLITIS AGUDA EN 
RATONES KO PARA ADRENOMEDULINA 
A día de hoy se sabe que los neuropéptidos producidos durante el curso de una 
respuesta inflamatoria son agentes anti-inflamatorios endógenos que participan en los 
procesos que conducen a la resolución de la inflamación y al mantenimiento de la  
tolerancia inmunitaria (229). El tratamiento exógeno con estas moléculas ha 
demostrado que disminuye la frecuencia, retrasa la aparición y reduce la gravedad de 
diferentes modelos experimentales establecidos de patologías de tipo inmunitario 
como la sepsis (230), la artritis reumatoide (231) o la diabetes tipo 1 (232). En esta 
línea, los efectos anti-inflamatorios de la AM ya se han observado en varios modelos 
de patologías de tipo inmunitarias, incluidas las IBD.  
Trabajos previos habían demostrado que la administración exógena de AM 
recombinante tiene un efecto terapéutico beneficioso en los principales modelos de 
colitis animales (186, 187, 189, 196) y en los primeros casos de investigación 
traslacional a pacientes con CU severa refractaria a los tratamiento convencionales 
(197, 198). Los principales mecanismos a través de los cuales la AM ejerce su función 
protectora son la inhibición de una respuesta inmunitaria aberrante, el mantenimiento 
de la integridad de la barrera epitelial intestinal, la reducción de la formación de 
exudados inflamatorios, la aceleración de la velocidad de regeneración de las zonas 
ulceradas, y la protección y restauración de la función vascular mesentérica dañada.  
Sin embargo, hasta la fecha no se ha demostrado una asociación entre el papel 
de la AM endógena y el desarrollo de la patología intestinal de tipo inflamatorio.  
En este Trabajo Fin de Máster se ha intentado corroborar dicha asociación 
comparando los resultados a nivel macroscópico, histológico y bioquímico de la 
inducción de una colitis aguda con TNBS entre ratones machos y hembras deficientes 
para AM y sus respectivos controles con el gen de la AM intacto. Como demuestran 
nuestros resultados, y de acuerdo con lo publicado en trabajos previos arriba citados, 
está claro que la AM tiene un papel protector frente al desarrollo de las IBD; de modo 
que en este modelo de colitis aguda inducida con TNBS, la ausencia de AM endógena 




severidad de los signos clínicos observados (diarrea, deshidratación, anorexia y 
hemorragias) y provoca una respuesta inmunitaria aberrante, con un reclutamiento de 
linfocitos al colon desde los órganos linfoides periféricos que ocasiona daños 
inflamatorios extensos en la mucosa y la submucosa intestinales. Estos resultados se 
discuten a continuación.  
7.2.1. La ausencia de adrenomedulina aumenta la severidad clínica del 
modelo de colitis aguda inducido por TNBS, acelerando el inicio y 
agravando la patología  
De acuerdo con la metodología seguida por el grupo de González-Rey et al. 
(188) se instiló a cada animal de los grupos tratados 3 mg de TNBS disueltos en un 
volumen de 100 µL de etanol al 50%, mientras que cada animal de los grupos control 
recibió el mismo volumen de NaCl disuelto en etanol al 50%. Nuestro trabajo 
demuestra que la instilación de TNBS causa el desarrollo de una colitis de severidad 
leve en los animales WT, de severidad moderada en los machos KO y de severidad 
entre moderada y alta en las hembras KO.  
Si se comparan los resultados de la instilación de TNBS en los animales WT con 
los obtenidos por González-Rey et al. (188) puede comprobarse que en nuestro 
estudio los animales WT desarrollan una colitis mucho menos severa, sin pérdidas 
significativas de peso al final del estudio respecto a la situación basal. Además, en 
este trabajo el TNBS no disminuye la supervivencia en ninguno de los grupos, 
mientras que en los datos reportados por González-Rey et al. (188) se observa que el 
TNBS causa una mortalidad cercana al 60% en los animales tratados. Estas 
diferencias podrían deberse a dos causas o a la combinación de ambas:  
La primera de ellas sería la cepa de los animales; ya que, en este trabajo los 
ratones pertenecen a la cepa C57BL/6J, mientras que González-Rey et al. emplean 
animales de la cepa Balb/c. Otros estudios ya han demostrado que la cepa empleada 
en ensayos de colitis puede influir en la severidad de la patología desarrollada por los 
ratones (233). 
La segunda explicación posible sería que normalmente en estudios de colitis se 
emplean animales cuya edad está comprendida entre las 8 y las 10 semanas; sin 
embargo, debido al procedimiento de recombinación génica para inducir la deleción 
del gen de la AM y al período de recuperación posterior de un mes (para que la 
microbiota bacteriana se restaurase tras el tratamiento con doxiciclina), los ratones 
empleados en este estudio contaban con 16 semanas. Lógicamente, al ser mayores, 
los ratones pesan más y la dosis de TNBS administrada en relación al peso corporal 




resultados de severidad obtenidos en este trabajo son más semejantes a los obtenidos 
por Kono et al. (194), donde instilan una dosis de 1,5 mg de TNBS (la mitad de nuestra 
dosis) a ratones Balb/c de 8 semanas.  
A pesar de todo, parece indudable que aunque leve, la instilación intra-rectal de 
3 mg de TNBS tiene un efecto en los animales WT, mientras que ese efecto es 
bastante más acusado en los animales KO. Por tanto, parece que se ha encontrado 
una dosis capaz de causar un daño mínimo a los animales con la AM intacta, pero que 
ante la ausencia de esta, desencadena una respuesta patológica significativamente 
mayor.  
En machos, la ausencia de AM provoca que la patología se inicie de forma 
mucho más rápida y agresiva, observándose deposiciones blandas en las primeras 24 
horas tras la instilación, que evolucionan a heces líquidas en más de la mitad de la 
muestra tras 72 horas, y donde se aprecia la presencia de sangre en heces en un 
cuarto de la muestra el último día de procedimiento. Sin embargo, en los animales WT 
se aprecian signos de colitis más leves, como deposiciones blandas, a partir del tercer 
día de procedimiento, momento en el que su índice de severidad comienza a  
aumentar y se aproxima al de los animales KO. De ahí que solo se observen 
diferencias estadísticamente significativas entre KO y WT tratados con TNBS durante 
las primeras 48 horas de estudio, después la colitis empieza a manifestarse también 
en los animales WT y la situación entre ambos grupos tiende a igualarse.  
Por otro lado, además de retrasar la aparición de la enfermedad y reducir la 
gravedad de la misma, la presencia de AM endógena es capaz de prevenir la pérdida 
de peso corporal en los machos WT tratados con TNBS. A pesar de presentar heces 
blandas y de realizar un número mayor de deposiciones, los machos WT TNBS 
ganaron una media de 1,74 g en los cinco días que duró el procedimiento. Mientras 
que en las primeras 48 horas tras la instilación, los machos KO perdieron una media 
de 1,91 g de peso corporal. Si bien es cierto que pasado el punto crítico del tercer día 
estos animales recuperaron su peso basal, probablemente gracias a la administración 
de suero para rehidratarlos.  
Estos mismos resultados se observaron en los grupos de hembras, pero con 
diferencias mucho más significativas entre los dos genotipos. Con diferencia, las 
hembras KO TNBS obtuvieron los mayores índices de severidad y mostraron las 
pérdidas de peso más importantes. En un primer momento, podría argumentarse que 
esto es debido a que las hembras, a pesar de tener la misma edad que los machos, 
tienen un peso corporal inferior, y por tanto están recibiendo una dosis de TNBS más 
elevada por unidad de peso corporal que los machos. Pero de ser esta la explicación, 




sin embargo, no es así. Aunque las hembras WT TNBS mostraron algunos signos de 
colitis leve a partir del tercer día de procedimiento, como heces blandas o signos leves 
de deshidratación, en ningún caso las diferencias observadas con su correspondiente 
grupo control (hembras WT NaCl) fueron significativas, así como tampoco sufrieron 
pérdidas de peso (el grupo ganó de media algo más de medio gramo en los cinco días 
transcurridos de estudio). Por el contrario, las hembras KO tratadas con TNBS 
mostraron desde el primer día signos de colitis leve que empeoraron paulatinamente 
hasta llegar a una calificación próxima a severa de acuerdo con el índice empleado en 
este trabajo; de modo que tras 72 horas, tres cuartas partes de la muestra 
presentaban diarrea totalmente líquida; y para el quinto día de procedimiento, en la 
mitad de la muestra se observaba sangre en heces y en una cuarta parte los primeros 
indicios de la formación de un prolapso rectal. Además, el grupo de hembras KO 
TNBS perdió durante las primeras 48 horas tras la instilación una media de 2,75 g; 
pasado ese tiempo, aunque comenzaron a recuperar algo de peso gracias a las 
medidas paliativas administradas, el grupo no llegó a recuperar su peso basal al final 
del procedimiento. 
Por tanto, los niveles de AM endógenos son capaces de retrasar el inicio de la 
colitis y disminuir la gravedad de la misma en ambos sexos; previniendo la pérdida de 
peso, las diarreas severas y la presencia de sangre en heces. Pero parecen tener un 
efecto mucho más beneficioso en las hembras. De todos los artículos revisados, solo 
en el trabajo de Talero et al. (189) se estudia las acciones de la AM en un modelo de 
colitis agudo y crónico inducido por TNBS en ratas machos y hembras; sin embargo, 
en ningún momento se menciona que existan diferencias de resultados entre ambos 
sexos.  
Esta es, por tanto, una nueva prueba de que la ausencia de AM a nivel global 
tiene distintos efectos en machos y hembras. Una posible explicación a estas 
diferencias observadas en el grado de la patología asociadas al sexo sería la 
existencia de una conexión entre la AM y el sistema inmunitario mediada por 
hormonas sexuales, en concreto por estrógenos. De hecho, que la etiología de las IBD 
tiene una relación con la alteración de las hormonas sexuales femeninas ya ha sido 
demostrado, pues datos epidemiológicos recientes apuntan a que el consumo de 
anticonceptivos orales durante largos períodos de tiempo se considera un factor de 
riesgo en el desarrollo de estas patologías (13). 
Gracias al estudio de la osteoporosis postmenopáusica, en las últimas décadas 
se ha hecho evidente que existe una fuerte conexión entre los niveles de estrógenos y 
el sistema inmunitario (234), y estos parecen mediar tanto en las respuestas 




receptores, son capaces de activar cascadas de transducción de señales que 
controlan determinados promotores diana, modificando la expresión de ciertos genes 
en los linfocitos T (236); por ello, en ausencia de estrógenos se produce un incremento 
de varias citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-α o las IL-1, IL-7, IL-6 e IL-17. 
Además, la falta de estrógenos promueve la expansión de linfocitos T activos en el 
timo (237).  
Por otro lado, la AM ha demostrado ser capaz de regular la secreción de otras 
muchas hormonas como la insulina (161), y se sabe que puede actuar a lo largo de 
todo el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (159), el cual a su vez también está 
íntimamente relacionado con los niveles de hormonas sexuales. Además, se sabe que 
existe una conexión entre la AM y el ciclo menstrual femenino, de modo que los 
niveles de AM plasmática aumentan durante la fase folicular, justo cuando los niveles 
de producción de estrógenos por parte de los folículos del ovario son máximos, y 
descienden durante la fase lútea, de forma paralela a los niveles de estrógenos (162).  
Ante este escenario, aunque es solo una teoría, parece plausible plantearse que 
en las hembras KO la ausencia de AM podría causar de algún modo una disminución 
en la producción o en la actividad de los estrógenos que contribuyese al desarrollo de 
una desregulación inmunitaria de mayor gravedad que la observada en los machos.  
7.2.2. La ausencia de adrenomedulina provoca un aumento de los 
parámetros macroscópicos de inflamación local y promueve la 
recirculación linfocitaria desde el bazo  
El peso del colon en fresco, normalizado en función de su longitud o del peso 
corporal de los animales, se ha empleado en numerosas publicaciones como un 
indicador de inflamación local. Cuando tiene lugar una reacción inflamatoria se 
produce la formación de exudados inflamatorios (tanto líquido como células) que 
aumentan tanto el volumen, como el peso del órgano en cuestión.  
De forma similar a los resultados de este trabajo descritos en el apartado 
anterior, pero en discrepancia con los resultados publicados por otros grupos como el 
de Talero et al. (189), la instilación de TNBS en machos y hembras WT no aumentó de 
forma significativa el peso de su colon. Sin embargo, lo que sí es concordante con los 
resultados publicados hasta la fecha es que los animales con una mayor 
concentración de AM, bien de procedencia exógena o endógena, presentan niveles de 
inflamación local significativamente inferiores (187, 189), aunque en nuestro trabajo las 
diferencias estadísticamente significativas solo se observaron en el grupo de hembras. 
Las hembras KO TNBS tenían un colon un 53,73% más pesado de media que el colon 




colon está significativamente más inflamado. Aunque en machos las diferencias 
observadas en el peso del colon normalizado en función del peso corporal no 
alcanzaron la significación estadística, sí se observa que existe una tendencia en la 
que los machos KO tienen un colon más pesado que el de los machos WT. Como las 
diferencias entre estos dos grupos son menores que las estimadas inicialmente para 
calcular el tamaño muestral, podría suponerse que al aumentar el número de animales 
en cada grupo sería posible alcanzar la significación estadística.  
En cuanto a la respuesta inflamatoria a nivel sistémico, se decidió evaluar el 
peso del bazo en relación al peso total del cuerpo. El bazo es en mamíferos adultos un 
órgano linfoide secundario, cuya función principal es de tipo inmunológica, ya que es 
donde tiene lugar la maduración de linfocitos en respuesta a antígenos sanguíneos y 
donde sucede la recirculación linfocitaria (238). Cuando ocurre una respuesta 
inmunitaria, los linfocitos inmaduros llegan al bazo desde los órganos linfoides 
primarios (en mamíferos, el timo), una vez ahí terminan de madurar y si la respuesta 
inmunitaria se ha iniciado en otro órgano, salen del bazo, y por medio de la 
recirculación linfocitaria, van a otro órgano linfoide periférico como los ganglios 
linfáticos, el tejido linfoide asociado a piel (SALT, del inglés skin associated lymphoid 
tissue), el tejido linfoide asociado a mucosa (MALT, del inglés mucosa associated 
lymphoid tissue) o al tejido linfoide asociado a tracto digestivo (GALT, del inglés gut 
associated lymphoid tissue), dentro del cual se encuentran englobadas las placas de 
Peyer (238). 
Aunque la esplenomegalia no es un trastorno muy común en los pacientes con 
IBD (239), existe la hipótesis mantenida por el grupo del Doctor Calzado (240) de que 
el absceso esplénico podría ser una de las manifestaciones precursoras a un brote de 
IBD, de modo que, de acuerdo con la teoría de la recirculación linfocitaria, primero se 
produciría un episodio de esplenomegalia a consecuencia del absceso esplénico 
originado por el reclutamiento y maduración de los linfocitos; y después, cuando los 
linfocitos se trasladaran al intestino, el bazo volvería a su situación basal y la 
inflamación comenzaría a nivel local.  
Los resultados expuestos en este Trabajo Fin de Máster parecen concordar con 
esa hipótesis, pues en las hembras, donde la inflamación a nivel local es muy 
significativa, no se observaron indicios de esplenomegalia. Incluso las hembras KO, 
donde la colitis se inicia de forma muy temprana, tienen un bazo ligeramente más 
pequeño que el de las hembras WT, donde la patología empieza a manifestarse más 
tarde.  
Por otra parte, se observa que el grupo de machos WT TNBS tienen un bazo 




NaCl). De hecho, si se comparan los datos de este estudio con los datos de la “Mice 
Phenotype Database” creada por “The Jackson Laboratory” (241), se puede 
comprobar que el porcentaje medio de peso del bazo respecto al peso corporal en 
machos C57BL/6J de 16 semanas se estima en torno al 0,26%, valor muy próximo al 
observado en los grupos de machos WT NaCl, KO NaCl y KO TNBS, pero que es casi 
la mitad del valor observado en machos WT TNBS. Por lo tanto parece que, 
efectivamente, la reacción inflamatoria en el bazo podría preceder a las 
manifestaciones clínicas intestinales, ya que, en aquellos grupos donde la respuesta 
inflamatoria a nivel local se inicia más pronto, se observa un tamaño del bazo normal; 
mientras que en los grupos donde la respuesta inflamatoria intestinal es más tardía se 
observa un mayor tamaño en el bazo.  
Tomados en conjunto, todos estos datos confirman lo observado hasta el 
momento, que la ausencia de AM acelera el inicio de la patología y agrava los 
procesos inflamatorios a nivel macroscópico.  
7.2.3. La ausencia de adrenomedulina aumenta de forma significativa las 
respuestas inflamatorias a nivel de la mucosa y la submucosa  
El tubo digestivo tiene una estructura histológica muy característica y bien 
definida. A partir del esófago, la pared del tubo digestivo se compone de cuatro capas: 
la mucosa, que engloba al epitelio, a la lámina propia conjuntiva y a la muscularis 
mucosae; la submucosa, formada por tejido conjuntivo y donde se localizan los 
grandes vasos sanguíneos y linfáticos, el plexo nervioso de Meissner y el GALT 
(formado principalmente por las placas de Peyer); la muscular propia, formada en su 
mayor parte por músculo liso que se distribuye en dos capas entre las cuales 
encontramos el plexo de Auerbach; y finalmente la capa serosa, compuesta por tejido 
conjuntivo y el mesotelio peritoneal (238). 
Los resultados de la evaluación a nivel microscópico del daño histológico 
causado por el TNBS son bastante similares a los observados por el grupo de Kono et 
al. (209). La instilación de este compuesto químico causa un aumento significativo del 
grosor de la mucosa del colon en todos los grupos tratados, tanto ratones WT como 
KO, y de ambos sexos, en comparación con sus respectivos controles.  
Además, en este Trabajo Fin de Máster se demuestra que en ausencia de AM 
endógena se produce un daño a nivel histológico mayor, que de nuevo vuelve a ser 
más pronunciado en el grupo de hembras, y que es concordante con los signos 
clínicos y macroscópicos observados. Los machos KO TNBS presentaron una mucosa 




las hembras KO tratadas, se observó que la mucosa era aproximadamente un 45% de 
media más gruesa que la mucosa de las hembras WT TNBS.  
Por otro lado, en ausencia de AM no solo se produce un engrosamiento 
significativo de la mucosa, sino que en la mayoría de los animales KO que recibieron 
el tratamiento con TNBS se observan extensas zonas de infiltrados de linfocitos y de 
exudados inflamatorios que destruyen por completo la microarquitectura del colon. 
Estos resultados no se observaron en el grupo WT, donde por el contrario, lo que se 
aprecian son focos aislados y pequeños de infiltración, pero se mantiene la estructura 
histológica característica del tejido.  
Estas diferencias observadas a nivel histológico explican los resultados 
macroscópicos de severidad clínica e inflamación local presentados anteriormente. Al 
destruirse la mucosa intestinal se pierden los enterocitos, células que, además de 
actuar como barrera física de la mucosa, se encargan fundamentalmente de la 
absorción de agua, iones y vitaminas secretadas a la luz por la microbiota intestinal 
(además, el proceso de absorción de agua es el que origina que las heces tomen 
consistencia y se vuelvan sólidas); se pierden las células caliciformes que secretan el 
moco que protege la mucosa del contenido luminal; y se altera la microbiota intestinal. 
Por eso, los animales KO tienen más diarrea, sangre en heces, signos de anorexia y 
deshidratación, y su estado general es peor que el de los animales WT.  
Tras observar las preparaciones histológicas, pudo comprobarse que en algunos 
animales la infiltración de hacía extensiva a la submucosa, donde también había 
acumulación de linfocitos y restos celulares, aunque en menor grado que en la 
mucosa. Por eso, se decidió medir también esta capa histológica para comprobar si 
los cambios observados eran significativos. El grupo de Ito et al. (213) ya había 
descrito en un modelo de ratones KO para el gen del IFN-γ un aumento significativo en 
el grosor de la submucosa de los animales que manifestaban signos clínicos de colitis 
aguda.  
En el caso de este parámetro, y de forma contraria a lo publicado por Ito et al. 
(213), no se observó que la instilación con TNBS causase un aumento significativo del 
grosor de la submucosa en ninguno de los grupos WT TNBS. Tampoco se apreciaron 
diferencias significativas entre los grupos de machos KO y WT tratados, pero sí entre 
los grupos de hembras. En las hembras, la presencia de AM endógena es capaz de 
prevenir el aumento del grosor de la submucosa, de modo que las hembras KO tienen 
una submucosa engrosada en un 177,35% de media respecto a las hembras que 
mantienen sus niveles de AM intactos.  
Por tanto, la AM endógena protege el colon a nivel microscópico durante un 




microarquitectura del tejido, de modo que este puede seguir cumpliendo con sus 
funciones fisiológicas normales. En concordancia con lo observado a nivel 
macroscópico, las hembras KO TNBS presentan el mayor daño histológico, con las 
infiltraciones de linfocitos más extensas, lo que refuerza la hipótesis de un posible 
control de la AM sobre la actividad de los linfocitos mediada por los estrógenos. Si 
tomamos en consideración todos los datos presentados hasta el momento, parece 
obvio que la AM endógena actúa como un potente inmunomodulador, protegiendo al 
organismo frente a una respuesta inmunitaria aberrante, evitando una activación 
masiva de linfocitos y retrasando su reclutamiento hacia los tejidos periféricos desde el 
bazo.  
Un resultado inesperado en este trabajo, y que no se encuentra mencionado en 
ningún artículo de la bibliografía consultada, fue la observación de placas de Peyer de 
gran tamaño (más de 100 000 µm2) en los animales control de ambos grupos, siendo 
especialmente numerosas entre los animales KO que habían recibido NaCl.  
Las placas de Peyer son nódulos linfoides secundarios que pertenecen al GALT. 
En el intestino grueso, y especialmente en el apéndice, son bastante abundantes y se 
localizan primordialmente en la submucosa, aunque en algunos casos pueden 
atravesar la muscularis mucosae y la lámina propia de la mucosa, invadiendo parte de 
esta otra capa del intestino (238). Dentro de las placas de Peyer, el tipo celular 
predominante son los linfocitos B, aunque entre el 10 y el 30% del total de linfocitos 
son linfocitos T, y también hay macrófagos y células presentadoras de antígenos 
(242). Se sabe que de 4 a 7 días después de la estimulación de una respuesta 
inmunitaria, los linfocitos B activados emigran desde el bazo hasta las placas de 
Peyer, momento en el cual estas adquieren un gran desarrollo (242). La penetración 
de los linfocitos a estos órganos linfoides periféricos tiene lugar desde las vénulas 
poscapilares. Las placas de Peyer tienen una forma muy característica consistente en 
una corona de varias capas de linfocitos y un centro claro (centro germinal) donde se 
produce la transformación de los linfocitos B activados que han llegado mediante 
recirculación linfocitaria en inmunoblastos, protoplasmocitos y células plasmáticas 
sucesivamente (242). 
La diferencia en el número de placas de Peyer de gran tamaño observadas en 
nuestro estudio confirma una vez más el papel inmunoregulador de la AM, ya descrito 
desde 2006 por el grupo de Zudaire et al. (94). En el 87,71% de la muestra de machos 
KO control se observaron estas placas de Peyer de gran tamaño, frente al 50% de 
observaciones en el grupo de machos WT control. Dentro del grupo de hembras, los 
resultados se mantienen en la misma línea, de modo que se observaron placas de 




en las hembras WT control solo se observaron en el 57,4% de los casos. Las 
diferencias en el número de observaciones no llegaron a ser estadísticamente 
significativas, probablemente a causa del bajo tamaño muestral analizado. Sin 
embargo, parece obvio que existe una tendencia, y que la AM endógena es capaz de 
modular y controlar el reclutamiento linfocitario a las placas de Peyer desde los 
órganos linfoides secundarios como el bazo.  
Aunque la evaluación del daño histológico a nivel del colon de todos los grupos 
de estudio reveló resultados muy interesantes, y en algunos casos inesperados, deben 
reconocerse las limitaciones de un estudio histomorfométrico a la hora de extrapolar 
resultados a la población general.  
Para realizar estimaciones cuantitativas en los tejidos de forma fiable e 
insesgada se deben emplear técnicas de estereología (243). Los métodos 
estereológicos permiten extraer gran cantidad de información tridimensional (número 
de partículas, longitud, superficie y volumen) a partir del estudio de preparaciones 
histológicas en dos dimensiones (244) siguiendo métodos estadísticos. Los estudios 
histomorfométricos, como el realizado en este Trabajo Fin de Máster, ofrecen una 
información más limitada, pudiendo medirse solo parámetros bidimensionales, y la 
interpretación de los resultados debe ser más cautelosa.  
Sin embargo, por limitaciones de material y del propio estudio no pudo realizarse 
un análisis estereológico de las muestras. En cuanto a las limitaciones del material, se 
debe tener presente que para realizar este tipo de estudios, el procesamiento de los 
tejidos debe ser ligeramente diferente al convencional; de modo que las muestras 
queden embebidas en unas resinas especiales, en lugar de en parafina; y es 
necesario seguir un protocolo sistematizado a la hora de cortar los bloques (244). Y en 
lo referente a las limitaciones del propio estudio, el hecho de tener que destinar parte 
del colon a análisis bioquímicos, hizo que se perdiese parte del material para el 
estudio histológico; y en estereología es fundamental conocer el volumen total del 
tejido para poder realizar las estimaciones estadísticas oportunas (243).  
A pesar de las limitaciones, el protocolo sistemático seguido a la hora de recoger 
las mediciones, y el alto número de datos en cada grupo proporcionan fiabilidad a los 
resultados morfométricos obtenidos en este trabajo.  
7.2.4. La ausencia de adrenomedulina parece causar un aumento 
moderado de infiltrados de tipo leucocitario a nivel local 
En este trabajo se midió la actividad de la enzima MPO como un indicador 
indirecto de la presencia de infiltrados de tipo leucocitario, especialmente de 




las peroxidasas que usan como cofactor el grupo hemo y que se almacena dentro de 
los gránulos azurófilos de los leucocitos (212). La MPO se detecta dentro de los 
neutrófilos, monocitos y macrófagos que están en circulación, y cuando se produce 
una reacción de tipo inflamatorio puede detectarse su actividad en el tejido inflamado 
si se está produciendo una extravasación de leucocitos desde los vasos sanguíneos 
(238).  
Sorprendentemente, los niveles de MPO detectados en nuestro estudio 
mediante métodos fluorimétricos son muy inferiores a los descritos por otros grupos 
como el de González-Rey et al. (188), el de Talero et al. (189) o el de Ito et al. (213). 
Además, la variabilidad intra-grupos fue muy elevada y la actividad de MPO no seguía 
una distribución normal, de forma contraria al comportamiento de los otros parámetros 
evaluados en este trabajo.  
En un primer momento podría pensarse que esto se debe a un fallo en la 
metodología, o bien durante el procesamiento de las muestras que condujo a una 
destrucción de la MPO, o durante el ensayo fluorimétrico. Sin embargo, ambas teorías 
pueden ser descartadas. 
Los resultados obtenidos en la medición de los niveles totales de proteína en los 
homogenizados de colon mediante la técnica del BSA fueron normales, por lo que no 
existe ningún indicio de que las muestras fuesen mal procesadas. Si el resto de 
proteínas presentes en el tejido se preservaron, es de suponer que también se 
conservó la MPO.  
Por otro lado, tanto los controles positivos, como los resultados de la recta 
patrón, en el ensayo fluorimétrico para cuantificar la actividad de MPO presente en el 
tejido fueron concordantes con los esperados (según las indicaciones del fabricante 
del kit). Por lo que tampoco existió ningún problema en este punto.  
De acuerdo con esto, podemos concluir que los niveles de MPO en nuestro 
estudio de colitis aguda inducida por TNBS son realmente muy inferiores a los 
descritos hasta el momento; aunque no podemos determinar la causa de este 
fenómeno con exactitud. Sin embargo, sí podemos corroborar que estos resultados 
son concordantes con los observados en las preparaciones histológicas, donde, como 
ya se señaló en el apartado de resultados, el tipo celular predominante en todos los 
infiltrados observados era el de los linfocitos.  
Dentro del grupo de machos, no se observó ninguna diferencia estadísticamente 
significativa, ni entre grupos tratados y control, ni entre genotipos. En la mitad de los 
machos WT TNBS se detectó una actividad de MPO igual o inferior a 2,10 
pmol/min/mL; mientras que en la mitad de los machos KO TNBS se detectó una 




una cierta tendencia a observar niveles de actividad de MPO superiores dentro del 
grupo de ratones KO; es probable que la elevada variabilidad intra-grupos sea la 
causa de que esta diferencia no alcance la significación. De forma inesperada, el 
grupo de machos en el que se observó una mayor actividad de MPO fue en el de KO 
NaCl.  
En el grupo de hembras, la instilación de TNBS sí causó un aumento significativo 
de la actividad de MPO en los homogenizados de colon de hembras WT frente a sus 
controles, de acuerdo a lo descrito por otros grupos que estudian modelos de colitis 
aguda (189); sin embargo, en el grupo de hembras KO la diferencia no alcanzó la 
significación. Tampoco fueron significativas las diferencias observadas entre hembras 
WT y KO tratadas con TNBS, a pesar de que los niveles de actividad de MPO fueron 
mayores en el grupo de hembras KO. De nuevo es probable que la alta variabilidad 
dentro de los grupos sea la responsable de que las diferencias no lleguen a ser 
significativas. Sorprendentemente, sí se observó un aumento significativo de la 
actividad de MPO en los homogenizados de colon de hembras KO control frente a las 
hembras WT control.  
Este hallazgo inesperado de niveles de actividad de MPO tan elevados dentro de 
los dos grupos de ratones KO controles parece ir en contra de los datos obtenidos 
hasta el momento para estos dos grupos, puesto que en los controles no se aprecian 
signos clínicos de colitis, ni tampoco inflamación macroscópica o microscópica a nivel 
local.  
Como se ha explicado anteriormente, la AM controla y lleva a cabo una gran 
variedad de acciones fisiológicas de gran importancia en todo el sistema 
cardiovascular (151), y es capaz de unirse de forma específica a receptores presentes 
en la membrana de las células endoteliales modificando su actividad y reforzando sus 
uniones (153). De hecho, en modelos de KO embrionarios ya se ha observado que la 
ausencia total de AM, de PAMP, o de sus receptores, causa fenotipos asociados a 
hiperpermeabilidad vascular, con fragilidad vascular, hemorragias extensas y edemas 
severos (140-143). Y estudios muy recientes de nuestro grupo (144) han confirmado 
que la actividad de la AM, a través de su receptor RAMP2, es clave y determinante 
para la integridad vascular y la homeostasis sistémica, también en ratones adultos.  
El hecho de que la ausencia de la AM aumente los niveles de actividad de MPO 
en los homogenizados de colon de los animales KO control podría explicarse a la vista 
de lo que acaba de exponerse. La deficiencia de AM podría alterar la integridad 
vascular y provocar una mayor permeabilidad de los vasos del colon, permitiendo la 
extravasación de células sanguíneas que de otro modo no tendrían que estar 




Por último, mencionar que a la vista de los resultados obtenidos en los controles 
KO, en este Trabajo Fin de Máster no puede concluirse de forma fiable si la mayor 
infiltración leucocitaria observada en los grupos con el gen de la AM delecionado 
tratados con TNBS es producto de la colitis aguda, de algún tipo de malformación a 
nivel del endotelio de los vasos sanguíneos, o de una combinación de ambas causas.   
7.3. FUTURAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN 
7.3.1. Estudios sobre la relación entre la adrenomedulina y la microbiota 
intestinal en la colitis aguda 
Este es un estudio que nos habría gustado incluir en el presente trabajo, pero 
que por motivos de tiempo ha resultado imposible. 
A día de hoy se sabe que la microbiota entérica interactúa de forma íntima con la 
mucosa intestinal y es esencial para el correcto desarrollo de las funciones fisiológicas 
digestivas (21). La alteración de la microbiota intestinal y el sobrecrecimiento de 
patobiontes en el colon son factores claves en el desarrollo de las patologías 
intestinales (1). 
En un estudio piloto realizado en nuestro laboratorio (datos no publicados) para 
analizar la composición de la flora bacteriana presente en condiciones fisiológicas 
normales en las heces de 28 ratones adultos; de las mismas líneas usadas en este 
trabajo (8 machos y 8 hembras WT, 6 machos y 6 hembras KO) a los que se les había 
administrado a las 9 semanas una solución de doxiciclina a la misma dosis, 2 mg/mL 
en el agua de bebida durante 14 días; se comprobó que la ausencia de AM ocasiona 
cambios significativos en la microbiota intestinal de las hembras KO. Tras recoger de 
forma no invasiva las heces en fresco de cada ratón se procedió a analizar mediante 
PCR a tiempo real con cebadores específicos los cuatro órdenes predominantes de las 
bacterias del intestino: Enterobacteriales, Lactobacillales, Bacteroidales y Clostridiales 
(245). Los resultados se confirmaron posteriormente mediante análisis metagenómicos 
realizados por un laboratorio independiente. Los datos de las PCR demuestran que la 
deficiencia de AM en las hembras KO se asocia con una reducción significativa en los 
órdenes de Bacteroidales y Clostridiales en comparación con el grupo de hembras 
WT. Además, se observó un aumento significativo en el orden de Enterobacteriales de 
las hembras KO al compararlas tanto con las hembras WT, como con los machos KO. 
Sin embargo, no se observaron cambios significativos entre la composición bacteriana 
de la flora intestinal de los machos.  
Este es el primer estudio en el que se demuestra los efectos de la ausencia de 
AM endógena sobre la composición de la microbiota; que apuntan a un efecto 




Zudaire et al. (94), en el control de las bacterias intestinales. Nuevamente, los efectos 
observados fueron más relevantes en las hembras, demostrando una nueva actividad 
que parecer ser diferente en función del sexo.  
Por eso se necesitan más estudios que permitan profundizar en el conocimiento 
del impacto en el desarrollo y/o progresión de las enfermedades intestinales que 
puede causar la deficiencia de AM, no solo a través de los efectos descritos en el 
presente Trabajo Fin de Máster, sino también a través de su efecto sobre la 
composición de la microbiota intestinal.  
Con tal propósito, sería necesario repetir el modelo de colitis aguda inducido por 
TNBS que se ha empleado en este estudio, añadiendo la composición de la microbiota 
como un nuevo parámetro a examinar. Para ello habría que recoger muestras de 
heces frescas de todos los ratones de forma no invasiva antes de la instilación intra-
rectal de TNBS o NaCl, y de nuevo al final del procedimiento, recogiendo las muestras 
en el momento de extracción y limpieza del colon, comparando los resultados 
obtenidos entre los grupos WT con el gen de la AM intacto y los animales KO.  
7.3.2. Traslación de resultados: posible relación entre niveles bajos de 
adrenomedulina y un peor pronóstico y respuestas al tratamiento en 
pacientes con IBD 
A pesar del amplio espectro de fármacos disponibles a día de hoy para los 
pacientes de IBD, se sabe que un alto porcentaje no responde de forma adecuada a 
los tratamientos. Entre el 20 y 25% de los pacientes europeos afectados por estas 
patologías afirman no experimentar mejorías y padecer síntomas continuos a pesar de 
los tratamientos recibidos (7). Además, de acuerdo con datos epidemiológicos 
procedentes de los países nórdicos, aunque los pacientes respondan de forma 
adecuada al tratamiento en primera instancia, el 78% de los pacientes con CU (46) y el 
93,1% de los pacientes con EC (48) acaba por desarrollar tolerancia a los fármacos y 
a manifestar nuevos brotes severos de enfermedad en los primeros 5 años tras el 
diagnóstico; siendo el porcentaje de nuevos brotes más alto entre las mujeres y los 
adultos jóvenes. Sin embargo, hasta ahora ha sido imposible determinar el porqué de 
estos hechos.  
En los últimos años se han identificado numerosas mutaciones en las 
proximidades del gen de la AM (100-103). En 2011 el grupo de Cheung et al. (104) 
identificó un SNP en el gen de la AM, el rs4910118, que provoca que los individuos 
portadores homocigotos del alelo menor tengan unos niveles de AM circulante 




normal. Esto es especialmente interesante, ya que, los portadores del alelo menor 
podrían considerarse una especie de “modelo Knock-down” para AM en humanos.  
Estudios previos publicados por nuestro grupo (108) demostraron que los 
individuos portadores del alelo menor, y que tienen unos niveles de AM endógenos 
significativamente más bajos, tienen una probabilidad 4,6 veces menor de desarrollar 
un tumor a lo largo de su vida que las personas con niveles de AM normales. Estos 
resultados son concordantes con los observados en estudios de tumorigenicidad con 
modelos animales en los que la AM se bloquea a nivel sistémico mediante el uso de 
anticuerpos monoclonales, de forma similar a lo que ocurriría en un modelo KO para 
AM. En todos estos trabajos, los animales con la AM bloqueada desarrollan menos 
tumores que sus respectivos controles con niveles de AM normales (246-248). 
Este Trabajo Fin de Máster ha probado que los niveles endógenos normales de 
AM son capaces de proteger a los ratones WT frente a la inducción de una colitis 
aguda, y que por tanto, la AM presente en el organismo es vital a la hora de proteger 
el tracto digestivo frente a reacciones inflamatorias aberrantes.  
A la vista de todos estos datos, resulta casi inevitable preguntarse si existe una 
correlación positiva entre ser portador del alelo menor del SNP rs4910118, y por lo 
tanto poseer niveles de AM significativamente inferiores que los de la población 
general, y padecer una IBD con una patología especialmente severa que no responde 
a los tratamientos convencionales.  
Mediante un estudio de casos y controles en los que se detectase la presencia o 
ausencia del alelo menor del SNP mediante la técnica de PCR del doble error (“Double 
missmatch”) (108) con muestras de ADN genómico extraído de la fracción nucleada de 
la sangre, podría responderse a esta hipótesis.  
7.3.3 Posibles tratamientos farmacológicos basados en el sistema de la 
adrenomedulina 
Hasta ahora el grupo de Ashizuka et al. (197, 198) ha demostrado que la 
administración exógena de AM por vía intravenosa en pacientes con CU refractaria 
severa a los tratamientos estándar es capaz de inducir el estado de remisión clínica y 
de acelerar el proceso de reepitelización y regeneración de las áreas ulceradas. 
Sin embargo, no debe olvidarse que la AM es un péptido con una infinidad de 
acciones fisiológicas. Estudios de colitis con modelos murinos ya demostraron que el 
tratamiento con AM mantenido a largo plazo puede ocasionar efectos secundarios no 
deseados (189). Y en los primeros casos en pacientes también se ha observado, que 
aunque leves, la AM administrada exógenamente causa disminuciones en la presión 




Una alternativa a la administración exógena de AM recombinante podría ser 
tratar de aumentar la actividad de la AM que se haya presente de forma natural en el 
organismo. En estudios previos de nuestro grupo se consiguió identificar varias 
moléculas de pequeño tamaño capaces de aumentar o disminuir el efecto fisiológico 
de la AM (249). 
Dados los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Máster, se deberían 
estudiar los posibles beneficios de la aplicación de los moduladores positivos de la AM 
endógena como una terapia alternativa, también basada en esta hormona, para el 
tratamiento de las enfermedades tipo IBD (250). La principal ventaja del uso de 
pequeñas moléculas moduladoras es que su producción es mucho más barata y 
sencilla que la obtención de hormonas recombinantes. Asumiendo que sus efectos 
terapéuticos podrían ser similares a los obtenidos con el tratamiento de AM vía 
intravenosa, la elección de su empleo como fármacos de las IBD sería preferente, por 













































































 1. La generación de ratones KO para el gen de la AM es posible usando la 
tecnología Cre/loxP asociada a un sistema de recombinación temporal tet-On, 
donde la expresión de la recombinasa Cre se induzca tras administrar 
doxiciclina.  
 2. Una dosis de doxiciclina de 2 mg/mL administrada durante una semana no 
es suficiente para lograr la recombinación del gen de la AM en todos los 
órganos, por ello es necesario administrar la solución de doxiciclina durante un 
período de 14 días. 
 3. El sistema de inducción de la recombinación tet-On presenta el fenómeno de 
“leaky expression”, es decir, existe una tasa significativa de recombinación 
basal en ausencia de doxiciclina, aunque no influye para que los ratones 
tengan un desarrollo embrionario normal. 
 4. Los ratones KO para AM son viables y no presentan ningún tipo de anomalía 
ni de diferencia fenotípica respecto a sus controles WT, a excepción de un 
aumento de peso significativo en el caso de los machos. 
  5. En un modelo de colitis aguda causado por la instilación rectal de 3 mg de 
TNBS, la AM endógena es capaz de retrasar el desarrollo de la patología 
inflamatoria intestinal y de prevenir la aparición de signos clínicos graves como 
anorexia, diarrea severa, deshidratación y hemorragias.  
 6. La carencia de AM provoca una mayor inflamación local a nivel 
macroscópico y acelera la recirculación de linfocitos desde el bazo hasta los 
órganos linfoides periféricos del colon (placas de Peyer). 
 7. Tras la inducción de la colitis aguda, ante la ausencia total de AM se 
desencadena una respuesta inflamatoria aberrante que causa infiltraciones de 
linfocitos extensas, especialmente a nivel de la mucosa del colon, pero también 
de la submucosa, que acaban por destruir la microarquitectura típica del tejido 
en criptas; lo cual a su vez impide que este órgano mantenga sus funciones 
fisiológicas normales y genera una mayor gravedad de los signos clínicos.  
 8. Parece que la ausencia de AM provoca modificaciones a nivel del endotelio 




extravasación de leucocitos al tejido periférico; aunque no haya existido un 
daño previo que promueva la aparición de estos infiltrados.  
 9. La falta total de AM provoca efectos diferentes entre machos y hembras. En 
el caso de la colitis, su ausencia provoca efectos mucho más severos y graves 
en las hembras que en los machos, sugiriendo un papel protector más 
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